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resumo 
 
Ao longo da última década o queijo tem demonstrado ser um bom suporte 
de microrganismos probióticos viáveis. No entanto, os estudos sobre queijos 
probióticos e simbióticos são ainda escassos existindo o interesse em 
estudar novos potenciais produtos alimentares nomeadamente na área de 
alimentos simbióticos.  
Os prebióticos inulina e frutooligossacarídeo (FOS) foram estudados de 
forma a analisar o seu potencial efeito sobre o crescimento/sobrevivência de 
bactérias probióticas (Lactobacillus casei-01 e Bifidobacterium lactis B94) 
em queijo, avaliando-se simultaneamente o seu potencial tecnológico 
através da caracterização da glicólise, proteólise e da lipólise em queijos 
probióticos, queijos simbióticos com adição de FOS e queijos simbióticos 
com adição de FOS/Inulina (50:50), ao longo de 60 dias de maturação. 
Adicionalmente procedeu-se ao estudo do perfil metabólico nos vários tipos 
de queijo ao longo da maturação. 
Os compostos prebióticos não afectaram significativamente o 
crescimento/viabilidade das estirpes em estudo tendo-se observado um 
crescimento exponencial de ambas as estirpes bacterianas até aos 15 dias 
de incubação atingido valores na ordem dos 1010 de unidades formadoras 
de colónias (ufc) por grama de queijo. Os índices de proteólise por sua vez 
revelaram uma elevada degradação da caseína em queijos probióticos e 
simbióticos inoculados com B. lactis B94 ou com L. casei-01, tendo-se 
observado um aumento da concentração de aminoácidos em especial após 
30 dias de maturação. A lipólise por sua vez, caracterizou-se pelo aumento 
gradual de ácidos gordos livres ao longo do tempo de maturação, tendo-se 
observado um maior incremento nos queijos simbióticos e em especial nos 
inoculados com B.lactis B94. Adicionalmente, observaram-se diferenças em 
termos qualitativos no perfil de ácidos gordos livres, tendo-se detectado a 
presença de isómeros de ácido linoleico conjugado e ácidos ?-linolénico e 
y-linolénico após 15 dias de maturação, em especial nos queijos 
simbióticos.  
O estudo dos perfis metabólicos por espectroscopia de RMN, permitiu 
observar diferenças entre os vários tipos de queijo inoculados com as duas 
estirpes probióticas que se demonstraram mais pronunciadas consoante o 
tempo de maturação. Através da análise de componentes principais foi 
possível discriminar para todos os tipos de queijo, independentemente da 
estirpe inoculada, amostras com diferentes tempos de maturação. 
Tendo em conta os objectivos deste trabalho poder-se-á concluir, de acordo 
com resultados obtidos, que foi demonstrado o potencial benéfico dos vários 
tipos de queijo estudados. 
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abstract 
 
Over the last decade it has been shown that cheese is a suitable vehicle to 
support viable probiotic microorganisms. However, studies on probiotic 
cheeses are still scarce and there is interest in studying new potential food 
products in particular the synbiotic foods.  
The prebiotic inulin and fructooligosaccharides (FOS) were studied in order 
to evaluate its potential effect on growth/survival of probiotic bacteria 
(Lactobacillus casei-01 and Bifidobacterium lactis B94) in cheese and 
simultaneously evaluate their technological potential through the 
characterization of glycolysis, lipolysis and proteolysis in probiotic cheeses, 
synbiotic cheese with the addition of FOS as well as synbiotic cheese with 
the addition of FOS / Inulin (50:50), over 60 days of maturation. Additionally 
it was performed the study of metabolic profile of the various types of 
cheese, throughout the period of maturation. 
Prebiotic compounds did not affect significantly the growth/viability of the 
strains under study but there has been an exponential growth of both 
bacterial strains up to 15 days of incubation, with an increase of about two 
log units, reaching values around 1010 colony forming units (cfu) per gram of 
cheese. Rates of proteolysis, in turn, revealed a considerable degradation of 
the casein on probiotic and synbiotic cheeses, inoculated with B. lactis B94 
or with L. casei-01 with an increase of free aminoacids, especially after 30 
days of ripening. Lipolysis, on the other hand, was characterized by a 
gradual increase of free fatty acids throughout the maturation period, being 
the increment larger in synbiotic cheeses mainly in those inoculated with B. 
lactis B94. Additionally it was observed differences in the qualitative profile of 
free fatty acids and it was detected the presence of isomers of conjugated 
linoleic acids, ?-linolenic acid as well as y-linolenic after 15 days of ripening, 
especially in synbiotic cheeses. The study of metabolic profiles by NMR 
spectroscopy, allowed to observe differences between the various types of 
cheeses inoculated with the two probiotic strains that have shown to be more 
pronounced through the maturation time. By the principal component 
analysis it was possible to discriminate for all kinds of cheese, regardless of 
the strain inoculated, samples with different maturation times. 
Considering the objectives of this study it could be concluded, according to 
results obtained, that it was fully demonstrated the potential benefit of 
various types of cheese studied. 
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A alimentação tem um papel fundamental na saúde de cada indivíduo. Actualmente o 
consumidor procura cada vez mais uma alimentação saudável e equilibrada e que essa 
alimentação possa ajudar na prevenção de determinadas doenças. Esta tendência tem aumentado 
o interesse na pesquisa de alimentos funcionais ao longo dos tempos (Agrawal, 2005). Os 
alimentos funcionais são aqueles que para além das suas funções nutricionais no âmbito de uma 
dieta normal produzem efeitos metabólicos e fisiológicos benéficos à saúde (Macedo et al., 2008; 
Ramirez et al., 2007; Kiliç et al., 2009). Os probióticos e prebióticos são substâncias 
biologicamente activas que se podem encontrar nos alimentos funcionais (Ramirez et al., 2007). 
Na última década o queijo tem sido considerado por muitos autores como um veículo capaz de 
fornecer microrganismos probióticos ao tracto gastrointestinal (Grattepanche et al., 2008; Kiliç et 
al., 2009; Yilmaztekin et al., 2004; Madureira et al., 2008; Kalavrouzioti et al., 2005), apresentando 
algumas vantagens sobre alguns leites fermentados e iogurtes (Grattepanche et al., 2008), devido 
às suas características nomeadamente, i) o seu teor em acidez, ii) baixa concentração de 
oxigénio, e iii) alto teor em lípidos. O queijo é um alimento que protege os microrganismos durante 
a passagem pelo tracto gastrointestinal (Kiliç et al., 2009; Grattepanche et al., 2008), como pode 
ser comprovado pelos estudos de viabilidade e sobrevivência de células viáveis de culturas 
probióticas (Grattepanche et al., 2008). 
 
1.1 O queijo e as principais reacções bioquímicas que ocorrem ao longo da sua 
maturação  
 
O queijo é um alimento sólido produzido essencialmente a partir de leite de vaca, ovelha, 
cabra, e/ou pela sua mistura após coagulação ácida ou enzimática. São produzidos em todo o 
mundo diferentes tipos de queijo, com diferentes sabores e texturas, resultado do uso do leite cru 
ou pasteurizado, utilização de espécies de bactérias e bolores, variação do tempo e condições de 
maturação ou cura e de outros factores que podem também afectar o sabor e características finais 
do queijo como a adição de agentes aromatizantes (ervas aromáticas, especiarias, etc). 
Fenómenos como a glicólise, proteólise e lipólise constituem os principais grupos de reacções 
bioquímicas que decorrem ao longo da maturação do queijo e que são responsáveis pela 
degradação de hidratos de carbono, proteínas e lípidos presentes na matriz do queijo, 
respectivamente. Estas reacções que ocorrem em ambiente controlado resultado da acção 
enzimática, tem como consequência a produção de um leque variado de compostos metabólicos 
que são responsáveis pelas características organoléticas do queijo durante a maturação. Factores 
como o valor de pH e a concentração de sal no queijo também afectam a taxa de reacções que 
decorrem ao longo da maturação uma vez que influenciam a actividade das enzimas 
características neste tipo de produto (Azarnia et al., 2006). 
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1.1.1 Glicólise  
 
Após coagulação e dessoramento do queijo fresco, a lactose presente na matriz é 
metabolizada pelas bactérias ácido lácticas ocorrendo a produção de ácido láctico que constitui 
uma das primeiras reacções, essencial na fabricação de todas as variedades de queijo. A redução 
do pH do queijo, que pode atingir valores entre 4 e 5 dependendo da variedade do queijo, afecta: a 
composição do queijo, a retenção de cálcio (que afecta a textura de queijo), a retenção e 
actividade do coagulante (o que influencia a extensão e tipo de proteólise durante a maturação) e 
o crescimento de possíveis bactérias contaminantes. Cerca de 98% da lactose do leite é eliminada 
através do soro durante a produção do queijo (Ong e Shah, 2008). A lactose residual é 
metabolizada rapidamente a ácido láctico durante as fases iniciais da maturação do queijo, a uma 
taxa em grande parte determinada pela temperatura, níveis de sal e pela sua microflora. Em 
queijos com um nível elevado de sal, a fermentação da lactose pode ser interrompida, podendo a 
lactose não fermentada ser metabolizada posteriormente pelas bactérias lácticas. 
Dependentemente das espécies de bactérias lácticas, podem ser formadas quantidades 
consideráveis de ácido láctico por bactérias homofermentativas. No caso de bactérias lácticas 
heterofermentativas para além do ácido láctico estas produzem ácido acético e CO2.  
De acordo com Lues (2000) os ácidos orgânicos reflectem directamente o metabolismo dos 
microrganismos presentes na matriz láctea, sendo fontes secundárias importantes de carbono 
para muitos microrganismos assim como intermediários e metabolitos de vários processos 
bioquímicos nomeadamente na formação do sabor do queijo. 
1.1.2 Proteólise 
 
A proteólise designa um conjunto de reacções responsáveis pela degradação de proteínas, 
constituindo um dos processos bioquímicos importantes que ocorre durante a maturação da 
maioria das variedades de queijo, com um impacto importante no sabor e na textura (Fox, 1989). A 
proteólise é catalizada por enzimas que podem provir de diferentes origens: (i) coalho animal ou 
vegetal (quimosina, pepsina, cardosina, etc), (ii) proteinases do leite (plasmina), (iii) microflora 
bacteriana presente no queijo (proteinases e peptidases das bactérias lácticas, etc). Da acção do 
coalho e da plasmina, resulta a proteólise primária da caseína que vai depender das condições 
usadas no fabrico e da composição do leite utilizado (Ardö, 2001). 
A função do coalho, é promover a coagulação da caseína presente no leite sendo a quimosina 
a principal responsável por essa acção. A caseína do leite de vaca é constituída por 4 subtipos 
que incluem as ?s1-, ?s2-, ?-, e k-caseína, sendo nesta última que a quimosina actua no processo 
de coagulação (Schmidt, 1982). A quimosina, é uma fosfoproteína de acção proteolítica, que actua 
nas ligações peptídicas da k-caseína presente no leite, transformando-a em paracaseína que 
precipita na presença de iões Ca2+ formando uma estrutura semi-sólida designada por coalhada. 
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Este processo é dependente de vários factores como a temperatura, o pH e o teor de cálcio do 
leite (Perry, 2004). No início da maturação, a ?s1-caseína é quebrada pela quimosina cujo índice 
de degradação influência a textura final do queijo (Forde e Fitzgerald, 2000). Da acção da 
plasmina, resulta a degradação da ?-caseína resultando num aumento de ?-caseínas e de azoto 
solúvel em água (WSN) (Fox et al., 1993; Forde e Fitzgerald, 2000). De uma forma resumida, pode 
se afirmar que da acção das várias enzimas proteolíticas, resulta a degradação da caseína em 
polipéptideos que podem ser por sua vez degradados em peptídeos de tamanho variável e em 
aminoácidos (Figura 1).  
 
 
Figura 1.1 – Enzimas intervenientes na proteólise durante a maturação do queijo (adaptado de Sousa et 
al., 2001). 
 
As bactérias lácticas possuem várias peptidases que podem actuar como endo ou 
exopeptidases; as endopeptidases quebram ligações dentro da cadeia peptídica enquanto que as 
exopeptidases hidrolisam aminoácidos de ambas os extremos do peptídeo (Christensen et al., 
1999).  
De um modo generalizado, poder-se-á afirmar que a proteólise contribui para a maturação do 
queijo com uma contribuição directa para o sabor, através, por exemplo, da libertação de 
peptídeos e de aminoácidos, alguns dos quais podem causar sabor desagradável (off-flavors) 
como o sabor a amargo, ou indirectamente, através do catabolismo de aminoácidos em aminas, 
ácidos, tióis e tioesters. No que respeita a alterações na textura da matriz de queijo, esta deve-se 
à gradual alteração da rede proteica pela acção das proteinases e peptidases com aumento do pH 
e maior retenção de água pelos grupos amino e carboxilo dos aminoácidos (Azarnia et al., 2006; 
Fox, 1989; Irigoyen, 2007; Ong e Shah, 2008).  
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1.1.3 Lipólise 
 
Os lípidos presentes no leite são principalmente triacilglicerídeos, e podem representar até 
98% dos lípidos totais em leite bovino (Gunstone et al., 1994). A lipólise designa o processo pelo 
qual os lípidos são transformados em ácidos gordos livres (do inglês: Free fatty acid - FFA) e 
glicerol, por acção enzimática nomeadamente por enzimas lipolíticas. No queijo, as enzimas 
lipolíticas, são hidrolases que quebram a ligação éster entre um ácido gordo e o glicerol dos 
triacilglicerídeos, produzindo ácidos gordos livres e mono e diacilglicerideos (Deeth e Touch, 
2000); as enzimas que hidrolisam cadeias com 2 a 8 carbonos são designadas por esterases, 
enquanto as que hidrolizam cadeias com mais carbonos são designadas por lipases (Collins et al., 
2003).  
Os principais FFA presentes na gordura do leite são: ácido butanóico (C4:0), ácido n-hexanóico 
(C6:0), ácido octanóico (C8: 0), ácido decanóico (C10:0), ácido dodecanóico (C12:0), ácido 
tetradecanóico (C14:0), ácido hexadecanóico (C16:0), ácido octadecanóico (C18:0), ácido cis-9-
octadecenóico (C18:1), ácido cis-9,cis-12-octadecadienóico (C18:2) e ácido cis-9,cis-12,cis-15-
octadecatrienóico (C18:3). As lipases de queijos podem ter origem no leite, no coalho ou na 
microflora presente (Collins et al., 2003). No caso dos produtos lácteos e em especial nos queijos, 
a lipólise adquire especial relevância, sendo a gordura o substrato para várias reacções 
bioquímicas que levam à produção de compostos de sabor e aroma, como ácidos gordos de 
cadeia curta, metil cetonas, lactonas, ésteres, alcanos e álcoois secundários (Azarnia et al., 2006; 
Sbampato et al., 2000). 
 
1.2 Probióticos  
 
Certos microrganismos tem sido considerados como probióticos cuja definição pela 
FAO/WHO (2002) indica que são microrganismos vivos que quando administrados em 
quantidades adequadas conferem benefícios para a saúde do hospedeiro. Como tal, os 
probióticos são microrganismos, principalmente bactérias e leveduras (Oliveira et al., 2008), que 
ao serem ingeridos sobrevivem à passagem do intestino delgado e se estabelecem 
temporariamente no intestino grosso produzindo um efeito benéfico para a saúde (Patel et al., 
2008).  
Alguns dos benefícios à saúde do hospedeiro atribuídos ao consumo de probióticos são: i) 
promover um equilíbrio benéfico da população residente no tracto gastrointestinal (Holzapfel et al., 
2001); ii) aumento da resistência gastrointestinal à colonização por microrganismos patogénicos 
(Saulnier et al., 2009) ao potenciarem o aumento da produção de mucina que reduz a 
permeabilidade intestinal e previne lesões de células epiteliais por parte de microrganismos 
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patogénicos, obstruindo a sua adesão nessas superfícies; iii) a promoção da digestão da lactose 
em indivíduos intolerantes à lactose (Casiraghi et al., 2007); iv) estimular a imunidade do 
hospedeiro pelo aumento da produção de anticorpos nas mucosas (Gupta e Garg, 2009), etc. 
Os probióticos são em grande parte administrados através dos alimentos funcionais, tais 
como produtos lácteos, em especial iogurtes, bebidas à base de soro de leite, leites fermentados e 
queijos. Para além de benefícios em termos de nutrição e saúde as culturas probióticas podem 
contribuir também para melhorar o sabor do produto final ou diminuir a acidez que pode ocorrer 
normalmente durante o armazenamento e pós-processamento. A inclusão e sobrevivência de 
microrganismos probióticos nos alimentos, contínua no entanto a ser um desafio tecnológico, pois 
depende não só das características do produto alimentar como também da maior ou menor 
sensibilidade do microrganismo ao ambiente que o rodeia (Douglas et al., 2008). De acordo com 
Shah (2000), o número de células viáveis de microrganismos probióticos devem situar-se acima 
de 106 unidades formadoras de colónias (ufc) por mL ou por g de produto durante o seu tempo de 
armazenamento.  
As propriedades fisico-químicas dos alimentos, como a capacidade tamponante e o pH, 
influenciam a sobrevivência de estirpes probióticas, durante o trânsito intestinal (Araújo et al, 
2009). A concentração de probióticos e dos respectivos mecanismos de acção no hospedeiro 
pode ser afectada pelo processo de produção dos alimentos, pelos efeitos do tipo de matriz 
alimentar, pela digestão e metabolismo. Estes factores influenciam a forma como o alimento se 
altera ao longo do tracto gastrointestinal que se repercutem na viabilidade do microrganismo 
probiótico (Saulnier et al., 2009). 
Um microrganismo probiótico para ser considerado como tal deve apresentar genericamente 
as seguintes características: de origem humana, não patogénico, não ser afectado pelas 
secreções gástrica e biliar, ser capaz de aderir às paredes epiteliais do intestino e de persistir no 
trato gastrointestinal de forma influenciar beneficamente a actividade metabólica local (Gupta e 
Garg, 2009).  
As bifidobactérias e os lactobacilos são actualmente as bactérias probióticas mais 
comercializadas em todo o mundo (Saulnier et al., 2009), pertencendo ao grupo das bactérias 
lácticas. As bactérias lácticas são microrganismos Gram-positivos, não esporulados, catalase-
negativos, desprovidos de citocromos, anaeróbios mas aerotolerantes, ácido-tolerantes e 
estritamente fermentativos, caracterizando-se por serem capazes de crescer em meios cujo pH 
pode variar entre 3,5 e 6,0 (Cardozo et al., 2008). 
O género Bifidobacterium engloba cerca de 30 espécies, que são consideradas 
microrganismos heterofermentativos, capazes de produzir ácido acético e ácido láctico, na 
proporção molar 3:2 (Macedo et al., 2008) a partir da fermentação de lactose através da via da 
frutose-6-fosfato (Grattepanche et al., 2008). Além da lactose, são bactérias capazes de utilizar a 
glucose, galactose, e frutose como fontes de carbono (Biscaia et al., 2004). A sua temperatura 
óptima de crescimento oscila entre 37 e 41ºC e o pH óptimo varia entre 6,0 e 7,0. As 
bifidobactérias podem desempenhar as seguintes funções probióticas: estimular o sistema 
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imunitário, produzir vitaminas do complexo B, inibir o crescimento de patogénicos, reduzir a teor 
de amónia e de colesterol no sangue, e ajudar a restaurar a flora normal após a terapia antibiótica 
(Wang et al., 2009). De entre as bifidobactérias a espécie Bifidobacterium lactis é considerada 
como uma das mais promissoras devido à sua tolerância ao oxigénio e ao ácido (Macedo et al., 
2008). A B. lactis aumenta os níveis de anticorpos e promove uma barreira natural no tracto 
digestivo contra microrganismos patogénicos (Saulnier et al., 2009). 
O género Lactobacillus engloba cerca de 56 espécies sendo o L. acidophilus uma das 
espécies mais comuns, crescem em temperaturas que podem variar entre 2 a 53ºC com valores 
óptimos situados entre os 35 e os 40ºC, com pH óptimo de crescimento entre 5,5 e 6,2, podendo o 
seu crescimento ocorrer a um pH inferior a 5 (Macedo et al., 2008). As espécies curvatus, 
plantarum, sakei e as do grupo casei são representantes importantes dos lactobacilos 
facultativamente heterofermentativos (Buriti et al., 2007). Estes microrganismos para além da 
lactose podem também, fermentar pentoses, através da via fosfocetolase com produção de ácido 
láctico e em menor proporção de ácido acético. Os lactobacilos podem ajudar na digestão da 
lactose em indivíduos intolerantes à lactose, reduzir a obstipação e diarreia infantil, na resistência 
a infecções por salmonelas e ajudar a aliviar o síndrome do intestino irritável (Wang et al., 2009). 
 
1.3 Prebióticos 
 
Os prebióticos são hidratos de carbono que não são digeridos nem absorvidos ao longo do 
sistema digestivo uma vez que possuem uma configuração molecular que os torna resistentes à 
acção de enzimas do trato gastrointestinal.  
A definição original de prebiótico, ingrediente alimentar não digerível que afecta de forma 
benéfica o hospedeiro através do estímulo selectivo do crescimento e/ou actividade de um limitado 
grupo de bactérias no cólon (Gibson e Roberfroid, 1995), evoluiu para ingrediente que é 
selectivamente fermentado e que promove mudanças específicas tanto na composição e/ou 
actividade da microflora gastrointestinal como confere benefícios relacionados com bem-estar e 
saúde do hospedeiro (Macfarlane et al., 2008). De acordo com vários autores, na prática, as 
bactérias benéficas alvo dos prebióticos têm sido quase exclusivamente bifidobactérias e os 
lactobacilos (Kolida e Gibson, 2007). Embora muitas bactérias intestinais sejam capazes de 
crescer nestes hidratos de carbono, a maioria das investigações demonstram que o crescimento 
de bifidobacterias e em menor extensão de lactobacilos, constituem os grupos particularmente 
favorecidos uma vez que servem de substrato e energia para o seu metabolismo (Cardarelli et al., 
2007; Kiliç et al., 2009). Para além do seu potencial fermentável, a substância prebiótica deve 
apresentar efeitos nutracêuticos que se estendem para além da nutrição regular de bactérias 
(Douglas e Sanders, 2008).  
De acordo com Macfarlane et al. (2008), a maioria dos estudos com prebióticos incidem na 
inulina, fruto-oligossacarídeos (FOS), galacto-oligossacarídeos (GOS) e transgalactosililados-
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oligossacarídeos (TOS). Numerosos benefícios têm sido apontados aos prébioticos através de 
estudos in vivo e em in vitro nomeadamente com inulina, FOS e GOS isolados ou em combinação. 
O papel de enzimas específicas na degradação dos prebióticos tem sido evidenciado pelo estudo 
dos genes de lactobacilos e bifidobacterias, responsáveis pela fermentação de prebióticos 
(Barrangou et al., 2006; González et al., 2008). De uma forma resumida, os prebióticos ajudam na 
manutenção na flora intestinal ao estimular o crescimento de bifidobactérias e lactobacilos, 
bloqueando alguns locais de aderência de bactérias patogénicas que reduz a sua concentração na 
flora intestinal e promovendo a absorção de determinados minerais (Saulnier et al., 2009; 
Macfarlane et al., 2008). Ao alterar a composição e funcionalidade da microflora intestinal, os 
prebióticos desempenham um papel importante não só promovendo a exclusão competitiva de 
potenciais patogénicos como desempenham funções na modulação do sistema imunitário 
incrementando as defesas do hospedeiro que directa ou indirectamente está relacionado com a 
produção de ácidos gordos de cadeia curta resultantes da fermentação de prebióticos. O ácido 
butírico, por exemplo tem chamado atenção pelo facto de inibir in vitro o crescimento de células 
cancerígenas no cólon (Pool-Zobel e Sauer, 2007). A produção de ácidos gordos de cadeia curta e 
de ácido láctico no cólon são considerados como factores importantes para determinar se o efeito 
prebiótico é positivo e tem gerado muito interesse (Cardarelli et al., 2007).  
A inulina é um hidrato de carbono que se encontra presente em muitos vegetais, frutas e 
cereais, classificado como fibra alimentar funcional (Douglas e Sanders, 2008), resistente aos 
ácidos gástricos e às enzimas hidrolíticas presentes na parte superior do tracto digestivo. A inulina 
presente no mercado resulta da extracção e purificação a partir de raízes da chicória (Cichorium 
intybus) ou sintetizada a partir de sucrose. A inulina e os seus derivados oligofrutose são 
usualmente designados de frutanos, por serem constituídos basicamente por cadeias lineares de 
frutose que podem apresentar ou não uma unidade de glicose terminal (Madrigal e Sangronis, 
2007). As ligações ? (1-2) entre as moléculas de frutose tornam estas substâncias não digeríveis 
por enzimas intestinais humanas permitindo que estes ingredientes prebióticos passem pelo tracto 
gastrointestinal sem serem metabolizados (Araújo et al., 2009). 
Os frutooligossacarídeos (FOS) são oligossacarídeos com algum impacto na indústria do 
açúcar devido às suas excelentes características funcionais em alimentos (Passos e Park, 2003). 
São resistentes a processos térmicos (pasteurização), isentos de calorias (1 a 1,5 Kcal/g), não 
cristalizam, não precipitam, nem deixam sabor residual e como fibras alimentares podem ser 
adicionadas a qualquer tipo de alimento sem acrescentar sabores ou alterar a viscosidade do 
produto final. São resistentes à digestão, mas são rapidamente fermentadas pelas bactérias 
presentes no cólon. Apresentam alta dispersibilidade em água, actuam aumentando o bolo fecal 
reduzindo a incidência de constipação (Silva et al., 2007). Do ponto de vista comercial os FOS 
podem ser divididos em dois grupos: o primeiro grupo é obtido por hidrólise enzimática de inulina, 
e consiste em unidades lineares de frutosil com ou sem uma unidade final de glicose em que o seu 
grau de polimerização varia entre 1 e 7 unidades de frutosil. O segundo grupo é obtido por 
reacção enzimática de transfrutosilação em resíduos de sacarose, e consiste tanto em cadeias 
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lineares como em cadeias ramificadas de oligossacarídeos, com grau de polimerização que pode 
variar entre 1 e 5 unidades de frutosil (Passos e Park, 2003). 
A inulina e FOS apresentam tamanhos e propriedades diferentes; a inulina é menos solúvel, 
possui cadeias longas (grau de polimerização até 60) e possui capacidade de formar microcristais 
quando misturada com água e leite; os FOS, por sua vez, possuem cadeias curtas (grau de 
polimerização de 2 a 9), são altamente higroscópios e a sua capacidade de retenção de água é 
superior à da sacarose (Silva et al., 2007).  
 
1.4 Simbióticos 
 
A designação de alimentos simbióticos é conferida aos alimentos que na sua composição 
incluem os microrganismos probióticos e os compostos prebióticos (Patel et al., 2008). De acordo 
com Macfarlane et al. (2008), existe evidência dos prebióticos serem mais eficazes quando usados 
em combinação simbiótica. Ao combinar-se num produto alimentar microrganismos probióticos 
com compostos prebióticos é possível tirar partido da sinergia dos seus benefícios que se 
traduzem em vários efeitos positivos: i) aumento da sobrevivência e viabilidade das bactérias 
probióticas durante a passagem pelo trato intestinal superior; ii) uma implementação mais eficiente 
das bactérias probióticas exógenas no intestino grosso do hospedeiro; iii) tirar partido do efeito 
prebiótico que por sua vez estimula o crescimento e/ou actividades das bactérias probióticas 
exógenas e endógenas (bifidobactérias) no trato intestinal (Casiraghi et al., 2007) conferindo-lhes 
vantagem competitiva sobre espécies nativas nefastas. 
Diferentes produtos alimentares têm sido desenvolvidos para grupos específicos de 
consumidores no que respeita à idade nomeadamente para crianças de tenra idade e idosos 
(Nova et al., 2007). Um dos grupos de particular interesse é o grupo dos idosos uma vez que o 
seu sistema imunitário se encontra em declínio. Vários estudos indicam que nos idosos, o número 
de bifidobacterias no cólon tem tendência a diminuir aumentando concomitantemente o número de 
clostrideos e enterobactérias (Bartosch et al., 2005) na sua flora intestinal. Estudos recentes 
(Bartosch et al., 2005) sugerem que tanto o número como a diversidade na comunidade de 
bifidobacterias em idosos pode ser aumentado, assim como é possível reverter a tendência do seu 
declínio, através do consumo de alimentos simbióticos que se traduzem em efeitos benéficos na 
sua saúde.  
De acordo com Saulnier et al. (2009), os alimentos funcionais com probióticos ou prebióticos 
estão a ser alvo de interesse crescente nos Estados Unidos. 
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1.5 Análise de perfis metabólicos 
 
A metabolómica ou metabonómica é uma das ciências “ómicas” que se baseia na avaliação 
global ou parcial dos metabolitos produzidos por um sistema vivo. È um campo da ciência 
relativamente recente que se concentra na identificação/caracterização (German et al., 2005), bem 
como, na quantificação de metabolitos de reduzida dimensão (<1500 Da) no metaboloma 
(Wishart, 2008). De acordo Wishart, 2008, o metaboloma é definido como a colecção de moléculas 
ou analitos de pequenas dimensões que pode incluir uma vasta gama de espécies químicas de 
origem endógena e exógena, tais como peptídeos, aminoácidos, ácidos nucléicos, hidratos de 
carbono, ácidos orgânicos, vitaminas, polifenóis, alcalóides, sais minerais e outros produtos 
químicos que podem ser usados, ingeridos ou sintetizados por uma determinada célula ou 
organismo. Ou seja, o termo metaboloma representa todos os metabolitos que podem ser 
produzidos e/ou modificados por um organismo em que a medição e interpretação de um perfil de 
metabolitos gerados numa amostra biológica pode ser definido como estudo do perfil metabólico 
(Clarke e Haselden, 2008). 
À semelhança de outras ciências coloquialmente designadas por “ómicas”, a obtenção do 
perfil metabólico necessita do suporte de tecnologia de separação e identificação de moléculas de 
reduzida dimensão recorrendo a técnicas como a espectrometria de massa (MS) de alta 
resolução, espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN), electroforese capilar, 
cromatografia líquida de alta resolução, etc. (Wishart, 2008). Normalmente, a espectroscopia de 
RMN e MS são utilizadas de forma complementar para maximizar a identificação e quantificação 
de metabolitos. A espectroscopia de RMN analisa o espectro de protões de uma amostra, e, 
embora possa ser uma técnica quantitativa, apresenta a desvantagem de ser relativamente 
insensível. RMN tem a vantagem de ser um processo não destrutivo e relativamente rápido, 
gerando espectros de uma amostra biológica em alguns minutos. Espectros de amostras 
biológicas podem conter milhares de picos, com cada pico ou multipleto a representar um protão 
num diferente ambiente químico em que espectro é obtido com base na ressonância das ligações 
C-H (Clarke e Haselden, 2008); um espectro de RMN caracteriza-se normalmente por apresentar 
picos em 3 zonas distintas (Figura 1.2): 1) zona mais à direita com picos resultantes de compostos 
alifáticos ou com grupos metilados com valores de desvios químicos menores, 2) zona intermédia 
com picos resultantes de compostos como os açúcares e 3) uma zona mais à esquerda com picos 
resultantes de compostos aromáticos com desvios químicos mais elevados.  
No que respeita à análise e processamento dos dados de perfis metabólicos é obrigatório 
recorrer a plataformas informáticas e a ferramentas estatísticas. A elaboração e compilação de 
bases de dados electrónicas contendo informações sobre os constituintes químicos encontrados 
em diferentes metabolomas, foi importante para o desenvolvimento e aplicação da metabolómica 
(Wishart, 2008) nomeadamente na ciência alimentar (Cevallos-Cevallos et al., 2009; Choi et al. 
2007) permitindo a identificação dos metabolitos. Dada a quantidade de dados gerada por um 
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único espectro de RMN, a análise de dados é uma componente bastante importante para a 
interpretação dos resultados (Lehman-McKeeman e Car, 2004). A análise de componentes 
principais (do inglês: Principal component analysis - PCA) é uma das técnicas possíveis de serem 
utilizadas, que tem como objectivo gerar um novo conjunto de variáveis que são simples 
combinações lineares dos dados originais (Kemsley et al., 2007), através de um procedimento 
matemático que transforma um número de variáveis correlacionadas, num número de variáveis 
não correlacionadas às quais se dá o nome de componentes principais (PC). Geralmente grande 
parte da variância dos dados é explicada por um número reduzido de componentes, sendo 
possível descartar as restantes sem grande perda de informação. Os resultados do PCA são 
discutidos sob a forma de scores (relação entre as amostras) e loadings (relação entre as 
variáveis) (Shaw 2003).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2 - Exemplo de um espectro de RMN com as zonas de desvio químico () característicos de vários 
compostos orgânicos (adaptado de Clarke e Haselden, 2008). 
 
A análise metabolómica ou estudo dos perfis metabólicos é geralmente classificada como 
direccionada (targeted) ou não direccionada (untargeted). A análise metabolómica direccionada é 
uma análise centrada num grupo específico de metabólitos, visando a identificação e quantificação 
destes metabólitos dentro do grupo. A análise específica ou direccionada é importante para avaliar 
o comportamento de um grupo de compostos numa amostra, em determinadas condições que 
exige normalmente maior grau de purificação e extracção selectiva de metabolitos (Cevallos-
Cevallos et al., 2009). Por outro lado, a análise metabolómica não direccionada centra-se na 
detecção do maior número de grupos possível, sem quantificar necessariamente ou identificar um 
_________________________________________________________________________Introdução geral 
39 
composto em específico. Tendo por base a análise e manipulação de dados, os estudos dos perfis 
metabólicos podem também ser classificados como discriminativos, informativos e preditivos. 
Análise discriminativa tem sido utilizada para encontrar diferenças entre as populações da 
amostra, sem necessariamente criar modelos estatísticos ou determinar as causas dessas 
diferenças. A análise discriminativa é geralmente realizada pela análise multivariada de dados, 
sendo a análise de componentes principais uma das ferramentas mais utilizadas (Cevallos-
Cevallos et al., 2009).  
Na área da ciência dos alimentos, a análise do perfil metabólico é já considerada uma 
ferramenta eficaz para abordar as necessidades futuras no sector agrícola e de alimentação 
humana (Cevallos-Cevallos et al., 2009). No presente estudo, pretende-se avaliar o potencial da 
análise de perfis metabólicos como ferramenta capaz de encontrar diferenças entre as amostras 
de queijo probiótico e simbiótico com diferentes tempos de maturação à semelhança de um estudo 
publicado por Choi et al. (2007) com produtos fermentados. 
 
1.6 Objectivos do trabalho 
 
Ao longo da última década o queijo tem evidenciado propriedades adequadas para o suporte 
de microrganismos probióticos viáveis. No entanto, os estudos sobre queijos probióticos são ainda 
poucos existindo o interesse de estudar novos potenciais produtos alimentares nomeadamente na 
área de alimentos simbióticos. Deste modo, os principais objectivos deste trabalho foram os 
seguintes;   
- Estudar o efeito de ingredientes prebióticos (FOS e 50:50 FOS/Inulina) sobre o crescimento 
e sobrevivência de bactérias probióticas (Lactobacillus casei-01 ou Bifidobacterium lactis B94) em 
queijos;  
- Proceder à caracterização da glicólise, proteólise e lipólise em queijos probióticos, queijos 
simbióticos com adição de FOS e queijos simbióticos com adição de FOS/Inulina (50:50) ao longo 
de 60 dias de maturação; 
- Estudar o perfil metabólico, por ressonância magnética nuclear, dos diversos tipos de queijo 
probióticos e simbióticos e identificar as diferenças metabólicas dos mesmos através da análise 
por PCA ao longo do período de maturação.  
Esta dissertação encontra-se organizada em quatro capítulos. No primeiro capítulo procede-
se a uma introdução geral sobre o queijo e a sua importância como matriz de suporte para 
microrganismos probióticos, as principais reacções que ocorrem durante a fase de maturação 
(glicólise, proteólise e lipólise) bem como uma breve caracterização de microrganismos probióticos 
e compostos prebióticos. Neste primeiro capítulo é ainda efectuado um enquadramento teórico 
sobre estudos de perfil metabólico versus caracterização/análise de queijos.  
No segundo capítulo é descrita a metodologia analítica aplicada quer na produção de queijos 
probióticos e simbióticos, quer na caracterização microbiológica e química dos queijos produzidos.  
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No terceiro capítulo são apresentados e discutidos os resultados obtidos na caracterização 
microbiológica e química: glicólise, proteólise, lipólise e perfil metabólico dos queijos produzidos. 
O último capítulo (quarto capítulo) é constituído pelas conclusões gerais sobre o trabalho 
apresentado na dissertação.  
 
 
  
 
 
2. Material e Métodos  
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2.1 Inóculo Probiótico  
 
Procedeu-se ao pré-crescimento de cada bactéria probiótica através da inoculação de tubos 
de ensaio com 9 mL de água peptona estéril a 0,1 % (m/v) (Hi MEDIA Laboratories, Índia), com 1 
g de células liofilizadas. As estirpes probióticas utilizadas neste estudo foram; Lactobacillus casei-
01 (Nu-trish® CHR-Hansen, Dinamarca) e Bifidobacterium lactis LAFTI® B94 (DELVO-PRO® 
DSM, Austrália). Tentou-se utilizar uma terceira estirpe probiótica, a L. acidophillus La-5 (Nu-trish® 
CHR-Hansen, Dinamarca) mas em 2 ensaios a sua viabilidade foi muito baixa pelo que não pode 
ser contemplada neste estudo.   
De cada inóculo homogeneizado foi retirado 1 mL para frascos de colo longo com 50 mL de 
MRS broth (Biokar Diagnostics, France) suplementado com 0,5 g L-1 de cisteína hidroclorada 
(Riedel-de Haën, Alemanha) no crescimento de B. lactis B94. A adição de cistéina hidroclorada 
permite baixar o potencial redox e desta forma promover o crescimento das bactérias anaeróbias 
ou microaerófílicas. De seguida os frascos de colo longo foram incubados a 37 ºC durante 24 h. 
 
2.2 Fabrico dos queijos  
 
Para cada estirpe probiótica, foram preparados 42 queijos com ± 150 g a partir de 50 L de 
leite de vaca. O fabrico dos queijos foi efectuado na queijaria da Associação Nacional de 
Criadores de Ovinos da Serra da Estrela (ANCOSE) em Oliveira do Hospital.  
O leite foi inicialmente pasteurizado a 75 °C por 10 minutos, tendo-se de seguida recolhido 
uma amostra para controlo microbiológico do leite pasteurizado e posterior leitura de pH. Após 
arrefecimento do leite a 33-34 °C, adicionou-se por litro de leite: 6 mL de coalho animal (1:15000, 
diluído 3x, Naturen®, CHR-Hansen, Dinamarca), 6 mL de CaCl2 3,6 M (Panreac, Espanha), 10 g 
de NaCl (Panreac, Espanha) e inóculo numa proporção de 2% (v/v) de L. casei-01 ou de B. lactis 
B94, respectivamente. Após agitação suave deixou-se repousar por cerca de 1 hora a 30-32 ºC 
numa tina de inox com controlo de temperatura até formação do coágulo firme. De seguida, 
procedeu-se ao corte da coalhada de forma manual que, após dessoramento foi distribuída em 3 
porções de igual peso. Uma das porções foi distribuída pelos moldes perfurados para se obter os 
queijos designados por probióticos. Às restantes duas porções foram adicionados prebióticos: a 
uma das porções adicionou-se 20 g L-1 de FOS (Beneo-Orafti SA, Bélgica) para se obter os 
queijos designados por queijos simbióticos FOS e à outra porção adicionou-se 20 g L-1 de 
FOS:Inulina na proporção 50:50, tendo-se obtido os queijos designados por queijos simbióticos 
FOS/Inul. Após dessoramento, retiraram-se 2 queijos para análise (tempo 0 dias) e os restantes 
foram colocados em ambiente controlado (12 ºC) durante 60 dias. Ao longo da maturação dos 
queijos procedeu-se à recolha de 2 queijos (réplicas) de cada tipo de queijo probiótico e simbiótico 
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(FOS ou FOS/Inul – 50:50) após 2, 7, 15, 30, 45 e 60 dias. Na figura 2.1 pode visualizar-se 
algumas das etapas descritas no fabrico dos queijos em estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1 - Fotografias retiradas durante o fabrico dos queijos nas instalações da ANCOSE: 1) Pasteurização 
do leite; 2) Coágulo; 3) Distribuição da coalhada pelos moldes plásticos perfurados; 4) Queijos 
frescos dessorados. 
 
2.3 Procedimento analítico  
 
Com o objectivo de se avaliar a viabilidade e sobrevivência das bactérias probióticas L. casei-
01 e B. lactis B94 e monitorizar as transformações bioquímicas ao longo da maturação do queijo 
procedeu-se às seguintes análises: 1) Análises microbiológicas, pH, acidez titulável e 
percentagem de sólidos totais após 0, 2, 7, 15, 30, 45 e 60 dias; 2) Determinação da percentagem 
de azoto solúvel em água e em 12% de ácido tricloroacético pelo método de kjeldahl após 0, 7, 15, 
30, 45 e 60 dias; 3) Análise de açúcares e ácidos orgânicos por cromatografia líquida de alta 
pressão (HPLC) após 0, 7 e 15 dias; 4) Análise de aminoácidos livres por HPLC e de ácidos 
gordos livres por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) após 0, 15, 
1) 2) 
3) 4) 
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30, 45 e 60 dias; 5) Análise do perfil metabólico por através de espectroscopia de ressonância 
magnética nuclear (RMN) dos queijos probióticos e simbióticos ao longo da maturação após 0, 15, 
30, 45 e 60 dias. 
Na Figura 2.2 é apresentado de forma esquemática as análises efectuadas nos diferentes 
tipos de queijo. 
Figura 2.2 - Representação esquemática das análises efectuadas nas amostras em estudo. 
2.3.1 Análises microbiológicas  
Para determinar o número de células viáveis de cada estirpe probiótica em cada ponto de 
amostragem e em cada tipo de queijo foram retiradas 4 g e homogeneizadas em 40 mL de 
solução de 2% citrato de sódio estéril (m/v) (Fisher Scientific, Reino Unido) durante 3 min a 230 
rpm num liquidificador Stomacher (Seward, Reino Unido). De seguida, a partir deste 
homogeneizado procedeu-se a diluições decimais com 0,1% de água peptona estéril (m/v) 
(Himedia, Índia) a partir das quais se inocularam em duplicado placas de Petri com MRS agar 
(Biokar Diagnostics, França) para a contagem de células viáveis de L. casei-01. Nas contagens de 
células viáveis de B. lactis B94, o meio MRS foi suplementado com 0,5 g L-1 de cisteína 
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hidroclorada. Adicionalmente, inocularam-se placas de petri com meio PCA (Biokar Diagnostics, 
França) para se avaliar a presença ou ausência de contaminação ao longo da experiência.  
As placas de petri com MRS e com PCA foram divididas ao meio e inoculadas com 100 L 
de inóculo em cada uma das partes, após o qual foram incubadas a 37º C durante 48 h; as placas 
de petri com MRS inoculadas com amostras contendo B. lactis B94 foram incubadas sob 
condições de anaerobiose em jarras com redutores de oxigénio (BioMerieux SA, France), 
enquanto que as placas com PCA foram incubadas sob aerobiose. Por sua vez, as placas de petri 
com MRS e com PCA inoculadas com amostras contendo L. casei-01 foram incubadas em 
condições aeróbias durante 48 h. 
 
2.3.2 Análises químicas  
 
Em cada amostra procedeu-se à medição de pH com um eléctrodo para matrizes sólidas 
(Crison, Espanha), acoplado a um potenciómetro (Crison, Espanha) e à avaliação da acidez 
titulável de acordo com o método AOAC (1990). A determinação da percentagem de sólidos totais 
baseou-se na secagem de amostras (5 g) em estufa a 100 ºC até obtenção de peso constante. 
 
2.3.2.1 Açúcares e ácidos orgânicos 
 
As análises de açúcares e ácidos orgânicos por HPLC foram efectuadas de acordo com o 
método descrito por Zeppa et al. (2001) com algumas alterações. Antes da análise, todas as 
amostras foram pré-tratadas da seguinte forma: a amostra (± 4 g) foi homogeneizada com 20 mL 
de H2SO4 (95-97% (p.a.), Merck) a 13 mM, num homogeneizador Ultra-Turrax (IKA ®, Canada) a 
18000 rpm. Após homogeneização, a amostra foi colocada num banho de gelo a repousar durante 
3 minutos e de seguida centrifugada (Universal 32R, Hettich, Alemanha) a 4000 rpm durante 10 
minutos à temperatura 4 ºC. Por fim filtrou-se o sobrenadante com papel de filtro nº 1 (V.Reis, 
Portugal) e imediatamente antes da injecção o extracto foi filtrado através de um filtro de 
membrana de 0,22 μm (Orange Scientific, Bélgica). 
A quantificação dos açúcares e ácidos orgânicos foi efectuada numa única corrida com base 
em curvas de calibração previamente preparadas com padrões cromatográficos, usando um 
aparelho de HPLC da Merck LaChrom (Fullerton CA, E.U.A.), com uma coluna de troca catiónica 
Aminex HPX-87X (300x7.8 mm, BioRad, E.U.A.) mantida a 65 ºC. O caudal de eluente (13 mM 
H2SO4 (Merck, E.U.A.)) utilizado foi de 0,8 mL/min. A detecção dos açúcares foi realizada por 
índice de refracção (L-7490 RI Detector; LaChrom, Merck-Hitachi) e a detecção dos ácidos 
orgânicos foi efectuada por ultra-violeta (L-7400 UV Detector; LaChrom, Merck-Hitachi) a uma 
absorvância de 220 nm. Os dados foram obtidos pela interface D7000 (LaChrom, Merck-Hitachi) e 
analisados pelo software HPLC System Manager 3.1.1 (Merck-Hitachi). 
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2.3.2.2 Azoto total e fracções azotadas  
 
A fracção de azoto solúvel em água (do inglês: water soluble nitrogen - WSN) foi obtida de acordo 
com as indicações de Kuchroo e Fox (1982a,b), tendo-se pesado 30 g de amostra à qual se 
acrescentou 60 g de água desionizada. Esta solução foi de seguida homogeneizada a 230 rpm 
durante 5 minutos e colocada num banho de água a 40 ºC durante 1h. Após filtração, com papel 
de filtro nº1 (Whatman, Reino Unido), uma porção de amostra foi congelada para posterior análise 
do teor de WSN. Para a extracção de azoto não proteico (do inglês: non protein nitrogen - NPN), a 
22,5 mL de extracto de azoto solúvel adicionou-se 7,5 mL de ácido tricloroacético (TCA, Panreac, 
Espanha) a 48 % (m/v). De seguida agitou-se e deixou-se repousar à temperatura ambiente 
durante 30 minutos, após o qual foi colocada no frigorífico durante a noite e filtrada no dia seguinte 
com filtros nº42 (Whatman, Reino Unido).  
As análises de WSN e de NPN foram efectuadas de acordo com método de kjeldahl tendo-se 
procedido em cada amostra à sua digestão, destilação e titulação. Cada amostra (5 g) foi 
inicialmente digerida após a adição de 2 pastilhas de 3,5 g de K2SO4 com selénio (Riedel-de-
Haën, Alemanha), 7 mL de ácido sulfúrico a 98%, 5 mL de peróxido de hidrogénio a 30% 
(Panreac, Espanha) e 3 pedaços de porcelana em tubos de vidro no digestor (Velp Scientifica, 
Itália) a 420 ºC durante 30 minutos. Depois da digestão, procedeu-se à destilação de cada 
amostra no destilador (Velp Scientifica, Itália) em que o produto resultante da destilação foi 
recolhido num erlenmeyer com 25 mL de ácido bórico (Pronalab, Portugal) a 4% com 5 gotas de 
corante azul de metileno/vermelho de metilo. Por fim procedeu-se à titulação da amostra com HCl 
(Pronalab, Portugal) 0,2 M para a determinação do teor em azoto total (TN), WSN e de NPN. A 
determinação do teor de azoto total foi efectuada em porções de ± 5 g de amostra.  
 
2.3.2.3 Aminoácidos livres 
 
Inicialmente 5 g de amostra foram homogeneizadas com 45 mL de ácido perclórico (Merck, 
Alemanha) 0,6 N num homogeneizador Ultra-Turrax (IKA ®, Canada) a 14000 rpm durante 2 
minutos. De seguida a amostra foi centrifugada (Sorvall RC5C, USA) a 3400 rpm durante 20 
minutos a 4 ºC e posteriormente filtradas por filtro No. 54 (Whatman). O pH das amostras foi de 
seguida ajustado a 7,1±0,2 com hidróxido de potássio (Merk, Alemanha) a 30% (p/v) e refrigerada 
a 2 ºC durante 20 minutos. Antes da etapa de derivatização os extractos foram filtrados por filtros 
0,45 ?m (Orange Scientific) para remover os sais precipitados.  
Os extractos foram derivatizados da seguinte forma: aliquotas de 0,3 mL foram concentradas 
sob fluxo de azoto e adicionadas com 20 μL de solução composta por  70 %(v/v) etanol, 10 
%(v/v) trietilamina (Sigma, USA), 10% água MilliQ e 10 %(v/v) fenilisotiocianato (Sigma, USA), 
tendo repousado 20 minutos à temperatura ambiente. De seguida esta mistura foi evaporada a 37 
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ºC sob fluxo de azoto. O resíduo seco foi ressuspenso em 800 μL de solução aquosa de fosfato de 
sódio (890 mg de Na2HPO4.2H2O em 1 L H2O), com pH ajustado a 7,40 com solução de ácido 
fosfórico (Merk, Alemanha) a 10 % (p/vcom acetonitrilo (99.9%, Romil, Inglaterra, Gra-Bretanha) 
na proporção 95:5 (v/v). A ressuspensão foi de seguida centrifugada (Universal 32R) a 10 000 rpm 
durante 5 min. 
Por fim procedeu-se à injecção das amostras derivatizadas num HPLC (Beckman & Coulter 
168 HPLC) com detector Photo Diode Array UV/Vis a uma absorvância 254 nm (PDA 190-600 nm; 
Beckman & Coulter, Fullerton USA) e com uma coluna C18 RP Ultrasphere (25 cm x 4.6 mm, 5 
μm; Beckman & Coulter, Fullerton, E.U.A) mantida a 50 ºC. Duas fases móveis foram usadas: uma 
das fases era constituída por uma solução de acetato de sódio anidro (11,48 g em 1 L H2O, pH a 
6.65) com acetonitrilo a 94:6 (v/v) e uma segunda fase móvel constituída por água e acetonitrilo a 
40:60 (v/v) H2O. Os gradientes e fluxos usados foram de acordo com os descritos por Tavaria et 
al., (2003).  
Os cromatogramas foram processados através do software Karat32 fornecido pelo fabricante 
(Beckman & Coulter, Fullerton, USA). A determinação quantitativa dos vários aminoácidos foi 
obtida através de curvas de calibração de 22 padrões (Sigma); a partir de soluções com 12,5 
mmol/L para tirosina e 25 mmol/L para os restantes 21 aminoácidos tendo-se procedido a várias 
diluições para cobrir uma gama de concentrações adequada aos valores esperados nas amostras 
em estudo. 
 
2.3.2.4 Ácidos gordos 
 
A quantificação de ácidos gordos livres (FFA) foi efectuada segundo a metodologia de Alonso 
et al. (2003), com algumas modificações. Para tal, foram misturados 6 g de amostra com 60 μL de 
ácido heptadecanóico (Sigma, E.U.A.), que serviu como padrão interno (64,4 mg de 
heptadecanóico / 10 mL de hexano) e 12 mL de 2 - propanol (Fluka, Alemanha). Após agitação 
vigorosa, adicionou-se 9 mL de Hexano (Panreac, Espanha), tendo-se agitado por mais 3 minutos 
e colocado num banho ultra-sons (Ultrasonik, Canadá) durante 30 min. De seguida a camada 
superior foi, recolhida por aspiração e filtrada através de sulfato de sódio anidro. Após filtração, o 
sulfato de sódio (Panreac, Espanha) foi lavado com 7 mL de hexano, tendo-se recolhido a fracção 
lipídica das amostras num balão de fundo redondo de 100 mL e colocada num evaporador rotativo 
(Laborota 4000, Heidolph, E.U.A.) a 40 ºC até quase à secura. A amostra foi de seguida eluída 
com 500 μL de hexano e transferida para um tubo de micro-reacção Posteriormente foram 
adicionados 100 μL de hidróxido de sódio (Pronalab, Portugal) metanólico (Riedel-de Haën, 
Alemanha) (1N) a cada um dos tubos contendo a fracção de lípidos extraídos; a mistura foi então 
centrifugada durante 1 minuto, e colocada a 70 ºC durante 15 minutos.  
A metilação dos extractos foi efectuada do seguinte modo: ao extracto anterior foram 
adicionados 200 μL de trifluoreto de boro a 14% em metanol (Sigma, E.U.A.), após agitação 
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deixou-se repousar à temperatura ambiente durante 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 
200 μL de hexano e as amostras foram armazenadas a -20 ºC até à respectiva análise por 
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS).  
A análise de FFA foi efectuada num GC-MS (QP5000, Shimadzu, E.U.A.), com uma coluna 
capilar DB5 (0,25 ?m de filme x 0,25 mm d.i. x 30 m) operando em modo SIM. O gás de arraste 
utilizado foi hélio (35 cm3/ s). A amostra (1 μL) foi injectada num injector (splitless) a uma 
temperatura de 250 ºC. O programa de temperaturas no cromatógrafo foi o seguinte: temperatura 
inicial da coluna 80 ºC, aumentando até 300 ºC a uma velocidade de 8 ºC/min. A temperatura do 
detector (MS) foi mantida em 250 ºC. As rectas de calibração foram obtidas da injecção de 1μL de 
diferentes concentrações de soluções padrão (Padrões FAME, Supelco). 
 
2.4 Análise Estatística  
 
Os resultados das várias análises em cada ponto de amostragem são apresentados sob a 
forma de média e respectivo desvio padrão de duas réplicas verdadeiras.  
Com o objectivo de se avaliar se as bactérias probióticas testadas (L. casei-01, ou B. lactis 
B94), o tipo de queijo (probiótico, simbiótico FOS ou simbiótico FOS/Inul) e o tempo de maturação 
foram factores responsáveis por variações significativas no número de células viáveis presentes 
nos queijos bem como na evolução dos parâmetros químicos estudados, procedeu-se à análise de 
variância (ANOVA) a três dimensões. No entanto a utilização da ANOVA só é válida se os erros 
experimentais se revelarem independentes e normalmente distribuídos, e com uma variância 
constante. Como os dados experimentais não cumpriam estes requisitos recorreu-se a testes não-
paramétricos. Deste modo as diferenças entre as bactérias probióticas, entre os tipos de queijo e 
entre os tempos de maturação foram analisados através do teste de Mann-Whitney, uma vez que 
é um teste que permite avaliar as diferenças para os vários pares possíveis dentro de cada uma 
das variáveis. Todos os testes foram realizados com um nível de significância de 5%, e utilizando 
o software SPSS (v 15,0, da SPSS, Chicago, IL, E.U.A.). 
 
2.5 Perfil Metabólico 
 
O estudo metabólico das amostras de queijo foi efectuado através de espectroscopia de 
ressonância magnética nuclear a uma dimensão (1D) protão (1H). Os espectros 2D permitem uma 
identificação de metabolitos mais eficiente recorrendo a correlação homonuclear (protão-protão) e 
heteronuclear (carbono-protão) exigindo no entanto mais massa de amostra e tempo de aquisição 
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de dados muito superior. No estudo em causa, efectuaram-se espectros 1D tendo em conta a 
quantidade de amostra, o tipo de extracção e a complexidade de espectros 
Os resultados obtidos dos espectros 1D 1H de todas amostras foram analisados recorrendo-se 
à análise de componentes principais (PCA). 
2.5.1 Extracção dos metabolitos 
 
Com o objectivo de se extrair os metabolitos presentes nas diferentes amostras de queijos 
probióticos e simbióticos ao longo do período de maturação, procedeu-se à sua extracção em D2O 
com base na metodologia indicada por Consonni e Cagliani (2008). Para tal procedeu-se à 
homogeneização de 100 mg queijo em 600 μL de D2O (99,9%, Sigma). Devido à dificuldade de 
dissolução de amostra, optou-se por liofilizar previamente as amostras de queijo num liofilizador 
(VerTis SentryTM) durante 24 horas. De seguida e para cada amostra, procedeu-se à dissolução de 
20 mg em 700 μL de D2O, proporção esta que se revelou adequada para a homogeneização da 
amostra. Posteriormente, as amostras foram agitadas num vortex durante 10 minutos de forma a 
maximizar a dissolução da amostra e por fim centrifugadas (Eppendorf, MiniSpin) durante 10 
minutos (13200rpm) à temperatura ambiente. Após centrifugação, foram retirados 650 μL da 
solução sobrenadante e colocados em tubos de RMN (Aldrich 528-PP, 5mm). 
 
2.5.2 Análise por RMN 
 
Os espectros foram adquiridos no departamento Química da Universidade de Aveiro, num 
espectrómetro de 500 MHz (Bruker Avance DRX 500, Bruker BioSpin), a uma temperatura 
controlada de 25 ºC e com uma sonda BBI-Z H-X-D (5 mm), operando a uma frequência de 500,13 
MHz. O programa de pulso utilizado para a aquisição dos espectros foi o noesypr1d (Bruker 
BioSpin) que apresenta a vantagem de permitir uma maior supressão da água. Os espectros 
foram adquiridos por uma sequência de pulsos, com um número de scans igual a 256, um 
tamanho de FID a 131k, tempo de repetição de 3,0 segundos, com um tempo de aquisição de 22 
minutos. 
Os espectros foram inicialmente processados no Topspin® 2.1 (Bruker BioSpin, Rheinstetten) 
antes da sua análise quimiométrica. Para tal, procedeu-se ao acerto manual da fase de forma a 
efectuar integrações precisas dos sinais obtidos (picos) nos espectros, ao acerto manual da linha 
de base, polinómico de quinto grau, para permitir a integração de picos de menor intensidade e à 
calibração dos espectros. Adicionalmente, todos os espectros foram calibrados pelo sinal da 
lactose (protão alfa com desvio químico de 5,148 ppm), uma vez que a lactose (açúcares) varia 
menos com o pH. Esta calibração permite ajustar todos os espectros aos mesmos desvios 
químicos com o intuito de resolver as variações dos desvios químicos causados pelo pH. 
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2.5.3 Identificação de metabolitos 
 
Para a identificação dos metabolitos, recorreu-se ao software adequado para este estudo 
nomeadamente Topspin® 2.1 (Bruker BioSpin, Rheinstetten) e AMIX 3.8.4 (Bruker BioSpin, 
Rheinstetten). Tendo-se recorrido a bases de dados: Bruker BioSpin BBiorefcode 2.0.0® Base de 
Dados de Compostos Padrões (Bruker BioSpin, Rheinstetten) e Biological Magnetic Ressonance 
Data Bank – BMRB (http://www.bmrb.wisc.edu/). A identificação dos metabolitos baseou-se na 
comparação/sobreposição de espectros 1D 1H com os espectros dos compostos padrões das 
bases de dados com um pH 5.00. 
2.5.4 Análise por PCA 
 
A análise de componentes principais (PCA) é um dos métodos matemáticos mais usados 
quando se pretende analisar dados multivariados uma vez que permitem transformar um conjunto 
de variáveis originais, intercorrelacionadas, num novo conjunto de variáveis não correlacionadas, 
as componentes principais. O objectivo principal da sua utilização é analisar se existe um pequeno 
número das primeiras componentes principais que seja responsável por explicar uma proporção 
elevada da variação total associada ao conjunto original. 
Para análise por PCA e com os espectros calibrados definiu-se os buckets, os dados das 
matrizes dos espectros usados encontram-se compreendidos entre 10,0 e 0,0 ppm, excluindo a 
região da água (4,5-5,1 ppm) e do ácido láctico, definindo a largura do bucket de 0,005 ppm. 
Utilizaram-se as intensidades absolutas e um intervalo de confiança de 95%. Os dados das 
matrizes dos espectros obtidos pelo programa AMIX 3.8.4 (Bruker BioSpin, Rheinstetten) foram de 
seguida exportados para o programa SIMCA-P 11.5 (Umetrics) para se proceder à análise de 
componentes principais. 
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3.1 Caracterização microbiológica e química  
Em todos os tipos de queijo verificou-se um crescimento exponencial de ambas as estirpes 
probióticas até aos 15 dias de incubação com um aumento de cerca de duas unidades 
logarítmicas atingindo-se valores na ordem de 1010 ufc por grama de queijo (Figura 3.1). Após 
este período inicial, o número de células viáveis para ambas as estirpes manteve-se 
praticamente constante ao longo do tempo de maturação de 60 dias. De acordo com o teste de 
Mann-Whitney só as diferenças obtidas no número de células viáveis obtidos entre 30 e 60 dias 
de maturação é que não se revelaram estatisticamente significativas (p>0,05).   
Figura 3.1  Logaritmo do número de células viáveis de (a) L. casei-01 (Lcs-01), (b) B. lactis B94 (Blc 
B94) em queijos probióticos, simbióticos com FOS e simbióticos com FOS/Inul (50:50) ao 
longo de 60 dias de maturação a 12 ºC. 
De acordo com o que já foi indicado, os probióticos são definidos como microrganismos 
vivos que quando administrados em quantidades adequadas conferem benefícios à saúde do 
hospedeiro. A viabilidade e actividade metabólica destes microrganismos é um factor chave 
que deve ser controlado durante as operações de processamento do produto ao longo do 
tempo da maturação e armazenamento dos produtos alimentares, uma vez que as quantidades 
terapêuticas recomendadas na literatura apontam para uma população mínima na ordem dos 
106-107 cfu por grama no produto final (Cruz et al., 2009). De realçar que os valores para 
ambas as estirpes após 60 dias de maturação encontram-se bem acima dos mínimos indicados 
para que um produto possa ser considerado probiótico com benefícios para a saúde dos 
indivíduos. Philips et al. (2006) reporta valores na ordem dos 108-109 cfu/g para estirpes de 
Bifidobacterium após 10 semanas de cura em queijo Cheddar e valores ligeiramente inferiores 
para estirpes de Lactobacillus, nomeadamente L. casei e L. paracasei.
Os resultados obtidos evidenciam o elevado potencial do queijo como matriz de suporte 
para organismos como as estirpes probióticas L. casei-01 ou B. lactis B94 suportando as 
evidências relatadas por Kalavrouzioti et al. (2005) e Kiliç et al. (2009) indicando que o queijo é 
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um produto cuja matriz se apresenta com vantagens relativamente a outros produtos lácteos 
devido em parte à sua matriz sólida, teor de gordura e capacidade tampão.  
A taxa de crescimento do número de células viáveis de B. lactis B94 é ligeiramente mais 
acentuada, sobretudo nos primeiros dias de incubação comparativamente à taxa de 
crescimento apresentada pela L. casei-01. De acordo com teste Mann-Whitney verificaram-se 
diferenças significativas na viabilidade microbiológica entre as duas bactérias probióticas 
(p=0,035) ao longo da maturação que não se repercutiram em diferenças significativas entre os 
tipos de queijo (p>0,05).  
A actividade metabólica das duas estirpes probióticas nos diferentes queijos repercutiu-
se numa diminuição acentuada de pH com um aumento concomitante da acidez titulável 
especialmente até aos 30 dias de maturação como pode ser observado nos gráficos da figura 
3.2. 
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Figura 3.2  Variação de pH e da acidez titulável nos queijos probióticos, simbióticos com FOS e simbióticos 
com FOS/Inul (50:50) inoculados com (a) L. casei-01 (Lcs-01), ou com (b) B. lactis B94 (Blc B94) 
ao longo de 60 dias de maturação a 12 ºC.
O perfil de acidificação obtido durante a maturação dos queijos ao longo de 60 dias de 
cura variou tanto em função da estirpe probiótica como em função do tipo de queijo; uma 
menor taxa de acidificação foi observada nos queijos inoculados com L. casei-01 em 
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comparação com os queijos inoculados com B. lactis B94. Em geral, nos queijos simbióticos a 
taxa de acidez foi superior em relação à matriz probiótica para ambas as bactérias.  
As matrizes simbióticas (FOS e FOS/Inulina) apresentaram por sua vez, um perfil de 
variação ao longo do tempo muito semelhante quer termos de pH, quer em termos de acidez 
titulável, não se observando diferenças estatísticas significativas entre estas matrizes (p=0,774 
para o pH e p=0,781 para acidez titulável). Por sua vez, o tempo de maturação dos queijos 
revelou-se estatisticamente significativo (p <0,05) para o pH e a acidez titulavel até aos 30 dias 
(p<0,05).  
No que respeita à perda de humidade nos diferentes tipos de queijo, registou-se ao longo 
do tempo uma perda de humidade natural que foi responsável por um aumento substancial de 
sólidos totais após 60 dias de cura (Figura 3.3) na ordem dos 39,8 a 47,4 % nos queijos 
inoculados com L. casei-01 ou com B. lactis B94, respectivamente. De acordo com o teste 
Mann-Whitney não se verificaram diferenças estatisticamente significativas entre os diferentes 
tipos de queijo e entre as estirpes probióticas (p>0,05).  
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Figura 3.3 - Evolução do teor de sólidos totais queijos probióticos, simbióticos com FOS e simbióticos com
FOS/Inul (50:50) inoculados com (a) L. casei-01 (Lcs-01), ou com (b) B. lactis B94 (Blc B94) ao
longo de 60 dias de maturação a 12 ºC. 
De realçar que pelo facto de se ter estudado queijos de pequena dimensão, um período de 
60 dias de maturação se revelou um período extenso em que o queijo adquiriu uma textura 
dura. No entanto apesar do baixo teor de humidade nos diferentes tipos de queijo, as duas 
estirpes em estudo mantiveram-se viáveis e com valores de sobrevivência elevados o que lhes 
confere potencial tecnológico mesmo em matrizes alimentares com baixa actividade da água.  
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3.2 Glicólise 
 
A evolução do teor de açúcares e de ácidos orgânicos nos vários tipos de queijo pode ser 
analisada através das tabelas 3.1 e 3.2, respectivamente. Como seria de esperar, a 
concentração de lactose decresceu em todos os tipos de queijo ao longo do tempo de 
maturação analisado (15 dias), resultado da fermentação láctica pelas estirpes probióticas em 
estudo, variação essa que se revelou estatisticamente significativa (p<0,05). No entanto, as 
diferenças registadas no teor de lactose entre os três tipos de queijos e entre as estirpes 
probióticas em estudo não se revelaram significativas (p>0,05). Este facto contrasta com os 
resultados obtidos em matrizes lácteas coaguladas, em que L. casei-01 se revelou capaz de 
uma taxa de degradação de lactose superior à da B. lactis B94 independentemente da matriz 
ser probiótica ou simbiótica (Rodrigues et al., submetido).  
No que respeita ao incremento no teor de frutose a partir de dois dias de maturação nos 
queijos simbióticos (Tabela 3.2), este facto dever-se-á provavelmente à degradação de FOS e 
inulina por enzimas bacterianas. De acordo com Su et al. (2007) ambas as estirpes, L. casei e 
B. lactis, revelaram-se capazes de crescer num meio de cultura basal suplementado com FOS 
ou com inulina. Como os queijos simbióticos com FOS foram os que apresentaram valores 
mais elevados de frutose ao longo da maturação, este facto evidencia que talvez o aumento da 
frutose resulte de uma maior degradação de FOS ou do simples facto deste se encontrar em 
maior concentração nos queijos simbióticos: FOS. As diferenças no teor de frutose revelaram-
se estatisticamente significativas entre os três tipos de queijos (p<0,05) mas não entre as duas 
estirpes probióticas (p>0,05). A presença e a variação no teor de glucose nos diferentes queijos 
inoculados com as duas estirpes probióticas ao longo do tempo, poderá dever-se por um lado à 
degradação do dissacarídeo lactose (Galactose ?-1,4 glucose) e por outro devido à sua 
presença em concentrações vestigiais no FOS e Inulina. 
 A degradação da lactose pela actividade metabólica microbiana originou um aumento 
acentuado (em menor grau no caso do ácido acético) nos teores de ácido láctico e ácido 
acético ao longo do tempo de maturação nos queijos inoculados com B. lactis B94. Estirpes do 
género Bifidobacterium caracterizam-se por microrganismos heterofermentativos, capazes de 
produzir ácido acético e ácido láctico a partir da fermentação de lactose (Grattepanche et al., 
2008; Macedo et al., 2008); para além da lactose, são bactérias capazes de utilizar a glicose, 
galactose, e frutose como fontes de carbono (Biscaia et al., 2004), o que poderá explicar o 
menor teor de frutose nos queijos simbióticos: FOS inoculados com B. lactis B94 em 
comparação com os inoculados com L. casei-01 após 7 e 15 dias de maturação (Tabela 3.1). 
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Tabela 3.1 - Teor de açúcares (mg/gqueijo) em queijos probióticos e simbióticos no início do período de maturação (0 dias), e a sua variação ao longo de 15 dias de 
maturação a 12ºC. 
Lactose (mg/gqueijo) Glucose (mg/gqueijo) Frutose (mg/gqueijo) 
? = (tx+y-tx)1 ? = (tx+y-tx) ? = (tx+y-tx) Queijo 
Estirpe 
probiótica 0 dias 
2 dias 7 dias 15 dias 
0 dias 
2 dias 7 dias 15 dias 
0 dias 
2 dias 7 dias 15 dias 
Blc B94 31,1±0,2 -1,3 -10,3 -22,5 1,5±0,1  1,2  1,2 2,6 <0,049 sa2 sa2 sa2 
Probiótico 
Lcs-01 30,8±1,3 -5,9   -3.0 -21,4 3,8±0,8 -0,6  0,1 0,6 <0,049 sa2 sa2 0,1 
Blc B94 31,1±0,2 -4,6   -7,5   -8,8 1,5±0,1  0,5  0,4 1,7 <0,049 21,3 12,5 14,8 Simbiótico 
FOS Lcs-01 30,8±1,2 -0,7   -5,2 -12,8 3,8±0,8  5,9  sa2 -0,9 <0,049 15,4 30,6 20,6 
Blc B94 31,1±0,2 -5,3   -8,2 -10,5 1,5±0,1  2,2  2,9 1,6 <0,049 5,4 6,3 5,5 Simbiótico 
FOS:Inul Lcs-01 30,8±1,2  3,6   -1,7 -10.0 3,8±0,8 -2,5 -0,9 -0,9 <0,049 4,5 4,1 4,8 
1Variação absoluta (?) no teor de açúcar médio entre dois pontos de amostragem: tx+y (2, 7 ou 15 dias) e tx (0 dias); 2Sem alteração do teor de açúcar; A negrito estão 
evidenciados os incrementos positivos. 
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Tabela 3.2 - Teor de ácidos orgânicos (mg/gqueijo) em queijos probióticos e simbióticos no início do período de maturação (0 dias), e a sua variação ao longo de 15 dias de 
maturação a 12ºC. 
Ácido láctico (mg/gqueijo) Ácido cítrico (mg/gqueijo) Ácido acético (mg/gqueijo) Ácido succínico (mg/gqueijo) 
? = (tx+y-tx)1 ? = (tx+y-tx) ? = (tx+y-tx) ? = (tx+y-tx) Queijo 
Estirpe 
probiótica 0 dias 2 
dias 
7 
dias 
15   
dias 
0 dias 2 
dias 
7 
dias 
15 
dias 
0 dias 2 
dias 
7 
dias 
15 
dias 
0 dias 2 
dias 
7 
dias 
15 
dias 
Blc B94 1,7±0,1 0,1 2,9 14,2 4,6±0,3 -0,4 -3,4 -2,7 0,6±0,0  0,4 0,5 0,2 0,9±0,0 -0,3 -0,6 -0,5 
Probiótico 
Lcs-01 1,5±0,1 -0,3 -0,5   5,3 5,6±0,8 -1,1 -3,4 -5,1 0,8±0,5 -0,3 0,4 2,0 0,9±0,1 -0,6  3,4 -0,2 
Blc B94 1,7±0,1 1,0 5,0 15,6 4,6±0,3 sa2 -1,3 -1,4 0,6±0,0  0,1 0,2 0,1 0,9±0,0 -0,4 -0,5  0,7 Simbiótico 
FOS Lcs-01 1,5±0,1 -0,1 -0,9  -0,9 5,6±0,8 -0,3 -3,4 -4,9 0,8±0,5 -0,2 0,1 0,5 0,9±0,1 -0,2  3,3 -0,2 
Blc B94 1,7±0,1 2,0 9,4 10,7 4,6±0,3 0,78 -1,6 -2,8 0,6±0,0  0,1 0,4 0,8 0,9±0,0 -0,3 -0,5  0,1 Simbiótico 
FOS:Inul Lcs-01 1,5±0,1 -0,4 -0,6   5,0 5,6±0,8 -1,22 -3,4 -4,3 0,8±0,5 -0,3 0,3 0,9 0,9±0,1 sa sa -0,1 
1Variação absoluta (?) no teor de ácido orgânico médio entre dois pontos de amostragem: tx+y (2, 7 ou 15 dias) e tx (0 dias); 2Sem alteração do teor de ácido; A negrito 
estão evidenciados os incrementos positivos.  
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Nos queijos inoculados com L. casei-01 verificou-se, no geral, um menor teor de ácido 
láctico ao longo de todo o período de maturação assim como um baixo incremento de ácido 
acético. De acordo com Buriti et al. (2007), L. casei caracteriza-se como uma espécie 
facultativamente heterofermentativa com produção de ácido láctico e, em menor proporção, de 
ácido acético. Apesar dos menores teores de ácido láctico, é de realçar que nestes queijos se 
registou um decréscimo acentuado nos teores de lactose (tabela 3.1). Este facto evidencia que 
poderá ter ocorrido degradação do ácido láctico produzido por via fermentativa a ácido 
propiónico, ácido acético e CO2, uma capacidade comum a algumas bactérias lácticas incluindo 
L. casei (Perry, 2004). De acordo com o teste Man-Whitney, verificaram-se diferenças 
significativas entre os queijos inoculados com L. casei-01 ou B. lactis B94 no que respeita aos 
teores dos ácidos láctico e acético. 
Em todas as amostras analisadas verificou-se um decréscimo estatisticamente significativo 
de ácido cítrico ao longo do tempo de maturação (p<0,05); esta tendência foi reportada por 
outros autores em queijo Cheddar inoculado com estirpes probióticas do género Lactobacillus 
(Ong e Shah, 2008). O ácido cítrico está envolvido no ciclo de Krebs tanto como substrato 
como produto. Adicionalmente também pode ser usado como substrato por bactérias 
fermentadoras de ácido cítrico com produção de ácido pirúvico, dióxido de carbono e ácido 
acético (Bouzas et al., 1993) Não se verificaram diferenças significativas no teor de ácido 
cítrico entre os diferentes queijos e entre as duas estirpes probióticas (p> 0,05). 
As pequenas variações de ácido succínico registadas nas diferentes amostras de queijo ao 
longo do tempo de maturação, excepto após 7 dias em queijos probióticos e simbióticos: FOS 
inoculados com L casei-01, poderão estar relacionadas com o ciclo de Krebs uma vez que o 
ácido succínico participa neste ciclo, constituindo também um substrato fermentável. Mullin e 
Emmons (1997) registaram a presença de ácido succínico em matriz de queijo.  
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3.3 Proteólise  
Como já foi referido, da acção das várias enzimas proteolíticas (quimosina do coalho 
animal, plasmina do leite, proteinases e peptidases das bactérias lácticas, etc), resulta a 
degradação da caseína em polipéptideos que podem ser por sua vez ser degradados em 
peptídeos de tamanho variável e em aminoácidos. A fracção de WSN indica a fracção de 
péptidos de grande dimensão solúveis em água enquanto que a fracção de NPN permite 
avaliar o teor de péptidos de menor dimensão e de aminoácidos livres (Freitas et al., 1997, 
1998). 
a b
Figura 3.4  Evolução do teor de azoto solúvel em água (WSN) em queijos probióticos, simbióticos com FOS e
simbióticos com FOS/Inul (50:50) inoculados com (a) L. casei-01 (Lcs-01), ou com (b) B. lactis B94
(Blc B94) ao longo de 60 dias de maturação a 12 ºC.
Através da observação da figura 3.4, poder-se-á afirmar que dependentemente do tipo de 
queijo, se verificam variações distintas no teor de WSN ao longo do período de maturação:  
i) Nos queijos probióticos, independentemente da estirpe inoculada, observou-se um aumento 
acentuado na fracção de WSN nos primeiros 30 dias de maturação tendo-se obtido um 
incremento de 68,4% nos queijos probioticos inoculados com B. lactis B94 e de 74,8% nos 
queijos probióticos inoculados com L. casei-01. Após este período, não se observaram 
variações significativas até ao final do período estudado (60 dias); 
ii) Nos queijos simbióticos, poder-se-á afirmar que no geral, a fracção de WSN aumentou de 
forma mais acentuada nos primeiros 15 dias de maturação. Apesar de o teste de Mann-
Whitney indicar que as diferenças no teor de WSN nos queijos inoculados com L. casei-01 ou 
com B. lactis B94 não se revelaram significativas (p=0,195), verificaram-se de facto diferenças 
interessantes e dignas de uma observação mais detalhada. Nos queijos simbióticos inoculados 
com B. lactis B94 observou-se um incremento médio de 4,4% na fracção de WSN entre 15 e 60 
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simbióticos com FOS/Inul (50:50) inoculados com (a) L. casei-01 (Lcs-01), ou com (b) B. lactis B94 
(Blc B94) ao longo de 60 dias de maturação a 12 ºC.
Através da observação da figura 3.4, poder-se-á afirmar que dependentemente do tipo de 
queijo, se verificam variações distintas no teor de WSN ao longo do período de maturação:  
i) Nos queijos probióticos, independentemente da estirpe inoculada, observou-se um aumento 
acentuado na fracção de WSN nos primeiros 30 dias de maturação tendo-se obtido um 
incremento de 68.4% nos queijos probioticos inoculados com B. lactis B84 e de 74.8% nos 
queijos probióticos inoculados com L. casei-01. Após este período, não se observaram 
variações ignificativas até ao final do período estudado (60 dias); 
ii) Nos queijos simbióticos, poder-se-á afirmar que no geral, a fracção de WSN aumentou de 
forma mais acentuada nos primeiros 15 dias de maturação. Apesar de o teste de Man -
Whitney indicar que as diferenças no teor de WSN nos queijos inoculados com L. casei-01 ou 
com B. lactis B94 não se revelaram significativas (p=0,195), verificaram-se de facto diferenças 
interes antes e dignas de uma observação mais detalhada. Nos queijos simbióticos inoculados 
com B. lactis B94 observou-se um incremento médio de 4. % na fracção de WSN entre 15 e 60 
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dias de maturação. Já nos queijos simbióticos inoculados com L. casei-01, este incremento 
médio foi de 14,7% realçando que nos queijos simbióticos com FOS:Inul (50:50) este 
incremento foi de 19,6% contra 9,8% no queijos simbióticos com FOS. Pelos valores mais 
elevados de WSN registados nos queijos simbióticos FOS:Inul inoculados com L. casei-01, 
evidencia-se um possível efeito prebiótico que se repercutiu numa maior actividade proteolítica 
desenvolvida pela estirpe probiótica L. casei-01.  
De acordo com Ong et al. (2007), Bifidobacterium sp. são bactérias que se caracterizam 
por possuir pouco potencial proteolítico em comparação com o potencial das estirpes de 
Lactobacillus; os resultados obtidos nos queijos inoculados com L. casei-01 estão de acordo 
com a tendência dos resultados publicados por estes autores que indicam uma maior 
degradação de caseína em queijo Cheddar com L. casei e L. paracasei.  
A diferença acentuada e significativa (p<0,05) entre os valores mais elevados de WSN 
registados nos queijos probióticos em comparação com os registados nos queijos simbióticos 
contrasta com os obtidos em matriz láctea coagulada (Rodrigues et al., submetido). Uma 
possível explicação poderá estar relacionada com o teor de humidade elevado na matriz láctea 
coagulada que não foi dessorada enquanto que nos queijos em estudo se verificou uma perda 
acentuada de humidade ao longo da maturação. Este facto poderá ter dificultado a acção de 
enzimas proteolíticas nomeadamente as extracelulares. Adicionalmente a adição dos 
prebióticos FOS e inulina nos queijos simbióticos terá certamente funcionado como fonte 
suplementar de carbono (confirmado pela presença de frutose nos queijos) fazendo com que 
provavelmente as estirpes probióticas não tivessem tanta necessidade de recorrer a vias 
metabólicas alternativas como a proteólise primária, explicando os menores valores de WSN 
registados na segunda metade do período de maturação.  
De acordo com o que se pode observar na Figura 3.5, a evolução da fracção NPN nos 
diferentes queijos inoculados com as duas estirpes probióticas em estudo não difere 
substancialmente da evolução registada com a fracção WSN. Na primeira metade do período 
de maturação observou-se um aumento progressivo e estatisticamente significativo (p<0,05) de 
NPN cujo incremento foi mais acentuado nos queijos probióticos (64,9%) em comparação com 
os queijos simbióticos (45,3%). A segunda parte do período de maturação caracterizou-se por 
variações muito pequenas. Surpreendentemente as diferenças obtidas para a fracção NPN 
entre os queijos probióticos e simbióticos não se revelaram estatisticamente significativas 
(p>0,08). 
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a b
Figura 3.5  Evolução do teor de azoto não proteico (NPN) em queijos probióticos, simbióticos com FOS e
simbióticos com FOS/Inul (50:50) inoculados com (a) L. casei-01 (Lcs-01), ou com (b) B. lactis 
B94 (Blc B94) ao longo de 60 dias de maturação a 12 ºC.
Adicionalmente as diferenças obtidas para a fracção NPN entre os dois tipos de queijos 
simbióticos também não se revelaram estatisticamente significativas (p=0,665), tendo-se 
observado valores mais elevados de NPN em queijos simbióticos FOS:Inul inoculados com L. 
casei após 60 dias de maturação (62%) em comparação com os queijos simbióticos com FOS 
(54%). 
De realçar que de acordo com os resultados obtidos por Rodrigues et al. (submetido), se 
confirmou o papel das enzimas proteolíticas de origem bacteriana na degradação das 
caseínas, uma vez que ocorreram diferenças estatisticamente significativas para ambas as 
fracções WSN e NPN entre as matrizes lácteas inoculadas com L. casei-01 ou B. lactis B94 e 
as respectivas matrizes de controlo sem inoculo bacteriano. De acordo com Souza et al.
(2009), o índice de proteólise aumentou em todas as amostras de queijo ao longo do tempo de 
maturação devido à presença de estirpes probióticas e culturas starter.
Através dos valores registados para ambas as fracções azotadas, poder-se-á indicar que 
ocorreu uma proteólise extensa à semelhança do que foi registado em matrizes lácteas 
coaguladas (Rodrigues et al., submetido); valores inferiores foram registados em queijo 
Cheddar inoculado com L. acidophilus após 12 semanas a 12 ºC com aproximadamente 50 e 
14% de WSN e NPN, respectivamente (Ong e Shah, 2008).  
A determinação de aminoácidos livres por HPLC, permitiu observar que o seu teor total 
aumentou de forma mais acentuada em todos os tipos de queijo no segundo período de 
maturação, entre os 30 e 60 dias de maturação (Figura 3.6). Esta tendência poderá estar 
correlacionada com o facto de se ter verificado maior índice de proteólise primária no primeiro 
período de maturação responsável por um aumento de peptídeos favorecendo a acção das 
aminopeptidades e exopetidades de origem microbiana no segundo período de maturação. 
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observado valores mais elevados de NPN em queijos simbióticos FOS:Inul inoculados com L. 
casei após 60 dias de maturação (62%) em comparação com os queijos simbióticos com FOS 
(54%). 
De realçar que de acordo com os resultados obtidos por Rodrigues et al. (submetido), se 
confirmou o papel das enzimas proteolíticas de origem bacteriana na degradação das 
caseínas, uma vez que ocorreram diferenças estatisticamente significativas para ambas as 
fracções WSN e NPN entre as matrizes lácteas inoculadas com L. casei-01 ou B. lactis B94 e 
as respectivas matrizes de controlo sem inoculo bacteriano. De acordo com Souza et al. 
(2009), o índice de proteólise aumentou em todas as amostras de queijo ao longo do tempo de 
maturação devido à presença de estirpes probióticas e culturas starter.  
Através dos valores registados para ambas as fracções azotadas, poder-se-á indicar que 
ocorreu uma proteólise extensa à semelhança do que foi registado em matrizes lácteas 
coaguladas (Rodrigues et al., submetido); valores inferiores foram registados em queijo 
Cheddar inoculado com L. acidophilus após 12 semanas a 12 ºC com aproximadamente 50 e 
14% de WSN e NPN, respectivamente (Ong e Shah, 2008).  
A determinação de aminoácidos livres por HPLC, permitiu observar que o seu teor total 
aumentou de forma mais acentuada em todos os tipos de queijo no segundo período de 
maturação, entre os 30 e 60 dias de maturação (Figura 3.6). Esta tendência poderá estar 
correlacionada com o facto de se ter verificado maior índice de proteólise primária no primeiro 
período de maturação responsável por um aumento de peptídeos favorecendo a acção das 
aminopeptidades e exopetidades de origem microbiana no segundo período de maturação.  
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Valores mais elevados de aminoácidos totais foram registados em queijos probióticos e 
simbióticos inoculados com L. casei-01. De acordo com Requena et al. (1993), elevada 
actividade de aminopeptidases é característica em L. casei que é responsável por elevados 
teores de aminoácidos livres. 
Figura 3.6 - Evolução do teor em aminoácidos totais em queijos probióticos, simbióticos com FOS e 
simbióticos com FOS/Inul (50:50) inoculados com (a) L. casei-01 (Lcs-01), ou com (b) B.
lactis B94 (Blc B94) ao longo de 60 dias de maturação a 12 ºC.
Avaliando-se o conjunto de aminoácidos livres presentes nos diferentes queijos inoculados 
com L. casei ou B. lactis no início da maturação (tabela 3.3) e após 60 dias de maturação 
(Figura 3.7) poder-se-á indicar que o perfil qualitativo não variou de forma acentuada, 
observando-se diferenças mais significativas em termos quantitativos. Em queijos frescos 
verificou-se que ácido aspártico, ácido glutâmico, treonina, arginina e tirosina foram os 
aminoácidos que se apresentavam em maior concentração. O tipo de leite e processamento 
efectuado no fabrico do queijo influenciam o perfil de aminoácidos livres.  
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Tabela 3.3 - Teor de aminoácidos (mg/100gTS) em queijos no início do período 
de maturação (0 dias) inoculados com L. casei-01 ou B. lactis B94. 
Queijos (0 dias) Aminoácido  
(mg/100gTS) L. casei-01 B. lactis B94 
Ácido aspártico (Asp) 
Ácido glutâmico (Glu) 
Serina (Ser) 
Asparagina (Asn) 
Glicina (Gly) 
Histidina (His) 
Treonina (Thr) 
Arginina (Arg) 
Alanina (Ala) 
Prolina (Pro) 
Tirosina (Tyr) 
Valina (Val) 
Metionina (Met) 
Leucina (Leu) 
Fenilalanina (Phe) 
Lisina (Lys) 
206,4±21,0 
38,2±4,3 
15,0±1,8 
17,2±0,8 
19,6±2,0 
<0,3 
22,6±1,2 
25,6±1,8 
3,9±0,4 
4,9±0,5 
22,6±1,7 
14,2±1,0 
6,3±0,3 
<0,1 
4,3±0,2 
<0,5 
205,4±18,5 
48,3±6,4 
17,0±2,0 
17,5±1,2 
18,5±2,1 
<0,3 
12,4±1,3 
19,7±0,7 
4,4±0,4 
<0,1 
93,1±8,3 
6,0±0,7 
2,7±0,3 
6,0±0,4 
8,8±0,5 
<0,5 
TS - Sólidos totais. 
 
Após 60 dias de maturação, verificou-se um aumento em especial de ácido glutâmico, 
arginina, prolina e de tirosina (0,7-1,7 g/100gTS) seguido da alanina e fenilalanina (Figura 3.7). 
Os queijos inoculados com L. casei diferenciaram-se por apresentarem concentrações mais 
elevadas de alanina, prolina, valina e fenilalanina tendo-se observado valores ligeiramente 
mais altos em queijos probióticos e simbióticos com FOS e inulina (50:50). Por sua vez, os 
queijos inoculados com B. lactis B94 caracterizaram-se por possuírem concentrações mais 
elevadas de ácido aspártico, ácido glutâmico e de arginina cujos máximos oscilaram entre os 
três tipos de queijo. De acordo com Milesi et al. (2009) a maturação de queijos probióticos 
inoculados com estirpes de lactobacilos caracterizou-se por aumentos de aminoácidos como a 
arginina, prolina, valina e ácido glutâmico. 
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Figura 3.7 - Perfil de aminoácidos em queijos probióticos, simbióticos com FOS e simbióticos com 
FOS/Inul (50:50) inoculados com (a) L. casei-01 (Lcs-01), ou com (b) B. lactis B94 (Blc B94) 
após de 60 dias de maturação a 12 ºC. 
3.4 Lipólise 
Nos queijos probióticos e simbióticos inoculados com L. casei-01 ou com B. lactis B94 
registaram-se um aumento de ácidos gordos livres ao longo da maturação, como pode ser 
constatado pela observação da figura 3.8. As lipases e esterases das bactérias lácticas são 
apontadas como um dos principais agentes lipolíticos em queijo (Fox et al., 2000), facto 
evidenciado pela ausência de incrementos de ácidos gordos ao longo do tempo de maturação 
a 12 ºC (60 dias) em matrizes lácteas coaguladas sem adição de inóculo (Rodrigues et al.,
submetido).  
O incremento de ácidos gordos totais ao fim de 60 dias de cura foi maior nos queijos 
simbióticos do que nos queijos probióticos, independentemente da estirpe bacteriana. Entre os 
queijos simbióticos, a combinação FOS:Inulina (50:50) resultou numa maior actividade lipolítica 
responsável por uma maior degradação de triacilglicerídeos do que nos queijos simbióticos 
com FOS. As diferenças no teor total de ácidos gordos entre os queijos probióticos e 
simbióticos revelaram-se estatisticamente significativas (p=0,001) assim como as diferenças 
entre os dois tipos de queijos simbióticos (p=0,020). No que respeita às diferenças no teor de 
ácidos gordos totais resultantes da acção das enzimas lipolíticas de B. lactis B94 ou de L. 
casei-01, não se verificaram diferenças significativas (p=0,190). No entanto é de realçar que 
nos queijos simbióticos com FOS e Inulina inoculados com L. casei-01 ou com B lactis B94, 
após 60 dias, se registaram 5,4 e 6,0 mg/gqueijo, respectivamente.  
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Figura 3.7 - Perfil de aminoácidos em queijos probióticos, simbióticos com FOS e simbióticos com 
FOS/Inul (50:50) inoculados com (a) L. casei-01 (Lcs-01), ou com (b) B. lactis B94 (Blc B94) 
após de 60 dias de maturação a 12 ºC. 
3.4 Lipólise 
Nos queijos probióticos e simbióticos inoculados com L. casei-01 ou com B. lactis B94 
registaram-se um aumento de ácidos gordos livres ao longo da maturação, como pode ser 
constatado pela observação da figura 3.8. As lipases e esterases das bactérias lácticas são 
apontadas como um dos principais agentes lipolíticos em queijo (Fox et al., 2000), facto 
evidenciado pela ausência de incrementos de ácidos gordos ao longo do tempo de maturação 
a 12 ºC (60 dias) em matrizes lácteas coaguladas sem adição de inóculo (Rodrigues et al., 
submetido).  
O incremento de ácidos gordos totais ao fim de 60 dias de cura foi maior nos queijos 
simbióticos do que nos queijos probióticos, independentemente da estirpe bacteriana. Entre os 
queijos simbióticos, a combinação FOS:Inulina (50:50) resultou numa maior actividade lipolítica 
responsável por uma maior degradação de triacilglicerídeos do que nos queijos simbióticos 
com FOS. As diferenças no teor total de ácidos gordos entre os queijos probióticos e 
simbióticos revelaram-se estatisticamente significativas (p=0,001) assim como as diferenças 
entre os dois tipos de queijos simbióticos (p=0,020). No que respeita às diferenças no teor de 
ácidos gordos totais resultantes da acção das enzimas lipolíticas de B. lactis B94 ou de L. 
casei-01, não se verificaram diferenças significativas (p=0,190). No entanto é de realçar que 
nos queijos simbióticos com FOS e Inulina inoculados com L. casei-01 ou com B lactis B94, 
após 60 dias, se registaram 5,4 e 6,0 mg/gqueijo, respectivamente.  
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Figura 3.8 - Evolução da concentração total de ácidos gordos livres (TFFA), concentração total de ácidos 
linoleico conjugados (TCLA), ácido �-linolénico (ALA) e ácido �-linolénico (GLA) em queijos 
probióticos, simbióticos com FOS e simbióticos com FOS/Inul (50:50) inoculados com (a) 
L.casei-01 (Lcs-01), ou com (b) B. lactis B94 (Blc B94) ao longo de 60 dias de maturação a 
12 ºC. 
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O teor de ácidos gordos livres saturados ou insaturados nos diferentes queijos probióticos 
ou simbióticos ao longo da maturação encontra-se nas tabelas 3.4 e 3.5, respectivamente. Nos 
queijos probióticos independentemente da estirpe probiótica utilizada, registaram-se em geral 
pequenas variações nos teores dos vários ácidos gordos, fruto de uma actividade lipolítica 
reduzida. Já nos queijos simbióticos, resultado de uma lipólise mais acentuada, registaram-se 
valores mais elevados de ácidos gordos livres saturados (Tabela 3.4) em queijos inoculados 
com L. casei-01 em comparação com os inoculados com B. lactis B94 - o teor de C4:0, C6:0, 
C8:0 e C12:0 aumentou entre 14 a 28% após 60 dias de maturação nos queijos simbióticos 
com FOS e entre 18 a 31% nos queijos com FOS:Inul (50:50); este aumento nos queijos 
simbióticos inoculados com B. lactis B94 não ultrapassou os 3,6%. Para os ácidos gordos 
C12:0, C14:0, C16:0 e C18:0, verificaram-se aumentos menores, entre 1,4 e 6,6%, em ambos 
os tipos de queijos simbióticos inoculados com L. casei-01 tendo-se observado menores 
incrementos nos queijos inoculados com B. lactis B94 e inclusive decréscimos no teor de C12:0 
e C16:0. O aumento de ácidos gordos de cadeia curta em queijos simbióticos é um factor 
positivo uma vez que existe evidências de que possuem capacidade inibidora de células 
cancerígenas (Pool-Zobel e Sawer, 2007) 
No que respeita aos ácidos gordos livres insaturados (Tabela 3.5), observaram-se 
variações distintas dependentemente do tipo de ácido gordo: i) Aumentos discretos de C16:1, 
C18:1 e de ácido linoleico (cis-9,cis-12-C18:2, LA) nos dois tipos de queijos simbióticos 
inoculados com B. lactis B94 ou com L. casei-01, excepto para C18:1 nos queijos inoculados 
com L. casei-01 onde se registou um decréscimo muito acentuado após 60 dias de maturação; 
ii) Aumento em todos os tipos de queijos, no teor de isómeros de ácido linoleico conjugados (do 
inglês: conjugated linoleic acid – CLA) assim como dos ácidos ?- linolénico (ALA) e ?-linolénico 
(GLA); este aumento foi mais acentuado em queijos simbióticos inoculados com B. lactis B94 
(Figura 3.8 e Tabela 3.5) e cujo incremento foi maior nos queijos simbióticos com FOS:Inul 
(50:50).  
A presença e produção de isómeros CLA em matrizes alimentares é desejável uma vez 
que os CLAs compreendem uma mistura de isómeros geométricos e posicionais do ácido 
linoleico (cis-9,cis-12-C18:2) aos quais são atribuídas propriedades biológicas nomeadamente 
efeitos anticarcinogénicos (Belury, 2002), imunomoduladores (Hayek et al., 1999) redução de 
aterosclerose (Wilson et al., 2000) e redução de obesidade (Rainer e Heiss, 2005) As enzimas 
microbianas são apontadas como principais responsáveis pela produção de CLA, uma vez que 
a actividade de ácido linoléico isomerase é capaz de converter ácido linoléico em CLA 
justificando desta forma as diferenças significativas no teor total de CLAs entre as obtidas nas 
matrizes lácteas coaguladas e inoculadas com L. casei-01, L. acidophilus ou B. lactis B94 e as 
matrizes controlo não inoculadas (Rodrigues et al., submetido). De acordo com Kishino et al. 
(2009) e Ogawa et al., (2001), a isomerização de LA em CLAs por bactérias lácticas resulta de 
duas reacções sucessivas, inicialmente ocorre a hidratação de LA formando-se 10-hidroxi-
C18:1 que se seguida sofre uma isomerização por desidratação podendo formar-se cis-9,trans-
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11, trans-9,cis-11 ou trans-9,trans-11C18:2. Estudos de substratos alternativos ao LA para 
produção de CLAs, demonstraram que estes podem ser obtidos a partir de ácido oleico (C18:1) 
com estirpes de L. delbruecki (Lin, 2006) tendo sido obtido trans-8,trans-10, trans-10,cis-12 e 
cis9,trans-11-C18:2. Este facto poderá explicar o decréscimo acentuado de ácido oleico nas 
amostras de queijo inoculadas com L casei-01 onde o aumento de LA ao longo do tempo foi 
mais evidente nos queijos simbióticos (17-19%). Já nos queijos inoculados com B. lactis B94 
praticamente não se registaram aumentos de LA ou de ácido oleico ao longo da maturação.  
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Tabela 3.4 - Teor de ácidos gordos livres saturados (mg/gqueijo) em queijos probióticos e simbióticos ao 
longo do período de maturação de 60 dias de maturação a 12 ºC. 
Probiótico Simbiótico FOS Simbiótico FOS:Inul Ácido 
Gordo  
(mg/gqueijo) 
Tempo 
(dias) Blc B94 Lcs-01 Blc B94 Lcs-01 Blc B94 Lcs-01 
0 126,0±2,3 124,7±2,3 126,0±2,3 124,7±2,3 126,0±2,3 124,7±2,3 
15 126,8±1,6 125,5±1,6 128,7±1,8 137,8±0,1 130,2±1,8 140,7±0,1 
30 127,5±2,8 126,2±2,8 129,3±2,7 145,7±0,2 130,8±2,7 148,6±0,2 
45 127,0±2,9 125,7±2,9 128,7±2,8 153,3±0,2 130,2±2,8 156,2±0,2 
C4:0 
60 125,5±0,3 124,2±0,3 127,3±0,4 160,3±0,2 128,8±0,4 163,2±0,2 
0   81,4±1,8   80,1±1,8   81,4±1,8   80,1±1,8   81,4±1,8   80,1±1,8 
15   81,1±2,3   79,8±2,3   83,0±2,5   81,7±0,2   85,5±2,5   84,6±0,2 
30   81,1±2,2   79,8±2,2   82,9±2,3   90,5±0,1   85,4±2,3   93,4±0,1 
45   81,4±2,2   80,1±2,2   83,2±2,4   95,8±0,2   85,7±2,4   98,7±0,2 
C6:0 
60   80,0±0,5   78,7±0,5   81,8±0,5 101,1±0,0   84,3±0,5 104,0±0,0 
0   60,0±2,8   58,7±2,8   60,0±2,8   58,7±2,8   60,0±2,8   58,7±2,8 
15   60,5±1,8   59,2±1,8   62,0±1,6   55,0±0,6   63,7±1,6   57,9±0,6 
30   60,1±2,0   58,8±2,0   61,7±1,9   61,5±0,3   63,4±1,9   64,4±0,3 
45   60,2±2,4   58,9±2,4   61,8±2,3   65,1±0,2   63,5±2,3   68,0±0,2 
C8:0 
60   58,7±0,2   57,4±0,2   60,1±0,3   67,7±0,1   61,8±0,3   70,6±0,1 
0   96,0±2,4   94,7±2,4   96,0±2,4   94,7±2,4   96,0±2,4   94,7±2,4 
15   96,8±2,0   95,5±2,0   98,8±2,4   92,7±0,1 100,7±2,4   95,6±0,1 
30   96,6±1,8   95,3±1,8   98,4±1,8 100,6±0,2 100,3±1,8 103,5±0,2 
45   95,9±1,8   94,6±1,8   97,7±1,8 106,0±0,2 99,6±1,8 108,9±0,2 
C10:0 
60   94,9±0,1   93,6±0,1   96,5±0,2 108,6±0,2 98,4±0,2 111,5±0,2 
0 602,5±0,6 601,2±0,6 602,5±0,6 601,2±0,6 602,5±0,6 601,2±0,6 
15 598,6±3,1 597,3±3,1 599,4±1,7 593,2±0,2 600,5±1,7 596,1±0,2 
30 598,6±0,8 597,3±0,8 600,4±0,8 599,2±0,5 601,5±0,8 602,1±0,5 
45 598,3±0,1 597,0±0,1 600,1±0,1 605,3±0,2 601,2±0,1 608,2±0,2 
C12:0 
60 597,1±0,8 595,8±0,8 598,7±0,5 609,6±0,3 599,8±0,5 612,5±0,3 
0 368,1±0,5 366,8±0,5 368,1±0,5 366,8±0,5 368,1±0,5 366,8±0,5 
15 367,1±2,9 365,8±2,9 369,2±3,4 366,1±0,7 370,9±3,4 369,0±0,7 
30 367,9±0,2 366,6±0,2 369,7±0,2 372,4±0,0 371,4±0,2 375,3±0,0 
45 369,2±1,1 367,9±1,1 371,0±1,1 382,5±0,0 372,7±1,1 385,4±0,0 
C14:0 
60 368,3±1,8 367,0±1,8 370,9±2,9 386,4±0,2 372,6±2,9 389,3±0,2 
0 770,6±0,7 769,3±0,7 770,6±0,7 769,3±0,7 770,6±0,7 769,3±0,7 
15 769,8±1,2 768,5±1,2 771,9±1,6 767,7±0,0 773,0±1,6 770,6±0,0 
30 769,3±0,3 768,0±0,3 771,1±0,3 775,4±0,2 772,2±0,3 778,3±0,2 
45 769,4±2,6 768,1±2,6 771,2±2,6 781,4±0,3 772,3±2,6 784,3±0,3 
C16:0 
60 767,8±3,3 766,5±3,3 770,2±4,1 785,7±0,3 771,3±4,1 788,6±0,3 
0 471,0±0,4 469,7±0,4 471,0±0,4 469,7±0,4 471,0±0,4 469,7±0,4 
15 471,1±1,1 469,8±1,1 427,7±0,7 470,5±0,3 474,6±0,7 481,4±0,3 
30 427,7±0,9 471,4±0,9 476,7±0,5 477,6±0,2 478,6±0,5 488,5±0,2 
45 470,7±2,3 469,4±2,3 479,4±1,2 484,9±0,2 481,3±1,2 495,8±0,2 
C18:0 
60 470,6±1,3 469,3±1,3 481,5±0,4 489,6±0,1 483,4±0,4 500,5±0,1 
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Tabela 3.5 - Teor de ácidos gordos livres insaturados (mg/gqueijo) em queijos probióticos e simbióticos ao 
longo do período de maturação de 60 dias de maturação a 12 ºC. 
Probiótico Simbiótico FOS Simbiótico FOS:Inul Ácido 
Gordo  
(mg/gqueijo) 
Tempo 
(dias) Blc B94 Lcs-01 Blc B94 Lcs-01 Blc B94 Lcs-01 
0 1058,9±6,7 1057,6±6,7 1058,9±6,7 1057,6±6,7 1058,9±6,7 1057,6±6,7 
15 1059,1±7,7 1057,8±7,7 1066,1±1 5 1057,7±0,3 1067,3±1,5 1060,6±0,3 
30 1064,4±8,0 1063,1±8,0 1066,2±8,0 1066,9±0,2 1067,4±8,0 1069,8±0,2 
45 1065,5±5,8 1065,2±5,8 1068,3±5,8 1069,7±0,2 1069,5±5,8 1072,6±0,2 
C16:1 
60 1071,8±0,7 1070,5±0,7 1074,2±0,1 1074,8±0,2 1075,4±0,1 1077,7±0,2 
0   837,6±1,0   836,3±1,0   837,6±1,0   836,3±1,0   837,6±1,0   836,3±1,0 
15   836,8±2,1   835,5±2,1   838,6±2,1   792,6±0,1   840,0±2,1   795,5±0,1 
30   839,4±1,2   838,1±1,2   841,2±1,2   762,5±0,4   842,6±1,2   765,4±0,4 
45   840,5±2,8   839,2±2,8   842,3±2,8   742,1±0,5   843,7±2,8   745,0±0,5 
C18:1 
60  837,3±0,5   836,0±0,5   838,3±1,6   735,1±0,3   839,7±1,6   738,0±0,3 
0   101,5±2,3   100,2±2,3   101,5±2,3   100,2±2,3   101,5±2,3   100,2±2,3 
15   101,9±1,9   100,6±1,9   103,8±2,0     93,7±0,2   105,7±2,0     96,6±0,2 
30   101,7±1,7   100,4±1,7   103,5±1,7   102,4±0,4   105,4±1,7   105,3±0,4 
45   101,8±2,1   100,5±2,1   103,6±2,1   110,2±0,2   105,5±2,1   113,1±0,2 
LA 
c9c12 
C18:2 
60   100,2±0,3     98,9±0,3   101,9±0,2   117,0±0,3   103,8±0,2   119,9±0,3 
0 <0,048 <0,048 <0,048 <0,048 <0,048 <0,048 
15     48,0±0,1     46,7±0,1     97,4±0,2     93,8±0,5   229,2±0,5   104,7±0,5 
30     54,4±0,8     53,1±0,8   256,5±0,2   252,7±0,2   388,1±0,2   263,6±0,2 
45     57,8±0,0     56,5±0,0   311,9±0,2   308,1±0,2   443,5±0,2   319,0±0,2 
CLA1 
c9t11 
C18:2 
60      58,2±2,1     56,9±2,1   330,3±0,1   326,5±0,1   461,9±0,1    337,4±0,1 
0 <0,059 <0,059 <0,059 <0,059 <0,059 <0,059 
15     25,9±0,2     24,6±0,2     76,3±0,2     71,5±0,2   195,7±0,2     82,4±0,2 
30     36,0±0,2     34,7±0,2     86,3±0,2     81,5±0,2   205,7±0,2     92,4±0,2 
45     42,9±0,3     41,6±0,3     93,2±0,3     88,4±0,0   212,5±0,3     99,3±0,3 
CLA2 
t10c12 
C18:2 
 
60     44,6±3,8     43,3±3,8     97,8±0,3     93,0±0,3   217,2±0,3   103,9±0,3 
0 <0,050 <0,050 <0,050 <0,050 <0,050 <0,050 
15     49,3±0,1     48,0±0,1     97,8±0,5     95,0±0,5   227,0±0,5   105,9±0,5 
30     55,5±0,1     54,2±0,1   103,9±0,1   101,1±0,1   233,1±0,1   112,0±0,1 
45     60,4±0,1     59,1±0,1   108,8±0,1   106,0±0,1   238,1±0,1   116,9±0,1 
CLA3 
t9t12 
C18:2 
60     63,1±3,4     61,8±3,4   114,2±0,4   111,4±0,4   243,4±0,4   122,3±0,4 
0 <0,077 <0,077 <0,077 <0,077 <0,077 <0,077 
15     18,9±0,4     17,6±0,4     66,3±0,2     64,5±0,2   195,8±0,2     75,4±0,2 
30     24,7±0,1     23,4±0,1     71,8±0,1     70,0±0,1   201,4±0,1     80,9±0,1 
45     30,0±0,1     28,7±0,1     77,1±0,1     75,3±0,1   206,7±0,1     86,2±0,1 
ALA  
c9c12c15 
C18:3 
 
60     32,6±3,7     31,3±3,7     82,3±0,0     80,5±0,0   211,9±0,0     91,4±0,0 
0 <0,066 <0,066 <0,066 <0,066 <0,066 <0,066 
15     26,4±0,1     25,1±0,1     75,8±0,2     72,0±0,2   217,4±0,2     82,9±0,2 
30     33,3±0,1     32,0±0,1     82,6±0,1     78,8±0,1   224,2±0,1     89,7±0,1 
45     38,3±0,2     37,0±0,2     87,4±0,2     83,6±0,2   229,0±0,2     94,5±0,2 
GLA  
C6c9c12 
C18:3 
 
60     39,0±2,6     37,7±2,6     90,2±0,2     86,4±0,2   231,8±0,2     97,3±0,2 
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Neste estudo verificaram-se diferenças significativas no teor total de CLAs, ALA e GLA 
registados entre os queijos probióticos e simbióticos (p<0,001) assim como entre os queijos 
simbióticos com FOS ou com FOS:Inul (50:50) (p<0,05). Este facto evidência um possível 
efeito positivo associado à presença de FOS e Inulina, que poderia dever-se, pelo menos em 
parte, à presença de frutose nos queijos simbióticos uma vez que de acordo com Sieber et al. 
(2004), a adição de frutose resultou num aumento de produção de cis-9,trans11-C18:2 pela L. 
delbrueckii.  
O uso de bactérias probióticas capazes de formar CLAs em produtos lácteos representa 
um benefício acrescido para a saúde dos consumidores. Estudos sobre a produção de CLA 
durante a fermentação de leite por estirpes de Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus e 
Bifidobacterium têm já demonstrado este potencial (Jiang et al., 1998; Lin et al., 1999). No 
entanto, os resultados obtidos nos queijos simbióticos com ambas as estirpes demonstram um 
potencial tecnológico que contraria com resultados apontados na revisão publicada por Bisig et 
al (2007) que indica não ocorrerem alterações no conteúdo de CLA durante a fabricação ou 
maturação de queijos. 
Neste estudo e à semelhança do trabalho efectuado em matrizes lácteas coaguladas 
(Rodrigues et al., submetido), os isómeros cis-9,trans-11, trans-10,cis-12 e trans-9,trans-12 
assim como ?-ácido linolénico e ?-ácido linolénico foram detectados após 15 dias de maturação 
em todos os tipos de queijo. Estes resultados contrastam com os publicados por Prandini et al. 
(2007) num estudo de pesquisa da produção de CLA em diversos produtos lácteos (iogurtes, 
leites fermentados e queijos), em que o único CLA detectado foi o isómero cis-9,trans-11. 
Como pode ser observado pelos valores na tabela 3.4, registou-se uma produção 
predominante do isómero cis-9,trans-11 pelas duas bactérias probióticas, seguido de trans-
9,trans-12 e trans-10,cis-12. 
 
3.5 Perfil metabólico 
 
3.5.1 Análise de espectros 1D 1H de RMN e identificação de compostos 
 
Um espectro representativo 1D 1H de RMN das amostras de queijo em estudo é 
apresentado na Figura 3.9. De acordo com Choi et al. (2007), o espectro pode ser dividido em 
3 regiões: região aromática 8.0-6.0 ppm cujo sinal é de menor intensidade do que na região de 
açúcares, 6.0-3.3 ppm, e de compostos alifáticos, 3.3-0.5 ppm.  
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Figura 3.9 - Espectro representativo 1D 1H de RMN das amostras de queijo em estudo. 1, lípidos 
insaturados; 2, etanol; 3, ácido láctico; 4, alanina; 5, lípidos CH2 (saturados); 6, ácido 
acético; 7, ácido glutâmico; 8, ácido cítrico; 9, desconhecido; 10, lactose; 11, proteínas. 
Baseado na comparação e/ou sobreposição de espectros 1D com os espectros dos 
compostos padrões das bases de dados, os sinais aos quais se atribuíram compostos 
encontram-se na tabela 3.6. 
 
  
Tabela 3.6 - Substâncias identificadas por ressonância magnética nuclear de espectros 1H em queijos 
probióticos e simbióticos. 
Substâncias 
Desvios químicos (ppm) 
RMN de 
1
H 
lípidos insaturados 0,887 
valina 1,067 
etanol 1,108 
ácido láctico 1,218 
alanina 1,432 
ácido cítrico 1,607 
lípidos CH2 (saturados) 1,652 
ácido acético 1,898 
ácido glutâmico 2,057 
Lactose 3,2-5,2 
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Os espectros obtidos nas amostras de queijo probióticos, simbióticos com FOS ou com 
FOS:Inulina (50:50) inoculados com B. lactis B94 ou com L. casei-01 e após diferentes 
períodos de maturação podem ser visualizados nas figuras 3.10-3.12 e 3.13-3.15, 
respectivamente. Nestes pode-se constatar que o perfil metabólico se alterou ao longo do 
tempo de maturação. Estas alterações caracterizaram-se por uma diminuição generalizada de 
sinais nos espectros, especialmente na região atribuída à presença de açúcares após 15 dias 
de cura. Na região atribuída aos compostos alifáticos verificou-se o oposto no sinal atribuído ao 
ácido láctico que aumentou ao longo do tempo devido à degradação da lactose; este 
aparentemente aumentou nos primeiros estágios de cura tendo-se mantido forte até aos 60 
dias. Também se verifica o aumento de sinal dos lípidos, principalmente os insaturados a partir 
dos 30 dias de amadurecimento dos queijos, facto que estará principalmente relacionado com 
o aumento de isómeros de CLA, ALA e GLA determinados por GC-MS que se registou em 
todos os tipos de queijo em estudo. Apesar de uma semelhante tendência de variação de 
sinais, verificaram-se no entanto algumas diferenças entre os perfis metabólicos dos queijos 
inoculados com L. casei-01 e os queijos inoculados com B. lactis B94 ao longo do tempo, que 
importa discutir. 
 
Figura 3.10 - Espectros obtidos em amostras de queijos probióticos inoculados com B. lactis B94 após a) 
0, b) 7, c) 15, d) 30 e e) 60 dias de maturação a 12 ºC. 
a) 
b) 
c) 
d) 
e) 
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Figura 3.11 - Espectros obtidos em amostras de queijos e simbióticos FOS inoculados com B. lactis B94 
após a) 0, b) 7, c) 15, d) 30 e e) 60 dias de maturação a 12 ºC.  
 
Figura 3.12 - Espectros obtidos em amostras de queijos e simbióticos FOS/Inulina (50:50) inoculados com 
B. lactis B94 após a) 0, b) 7, c) 15, d) 30 e e) 60 dias de maturação a 12 ºC. 
a) 
b) 
c) 
d) 
e) 
a) 
b) 
c) 
d) 
e) 
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Em todos os tipos de queijo inoculados com B. lactis B94 (Figuras 3.10 - 3.12) observou-se 
uma diminuição na maioria dos picos da região atribuída aos açúcares após 15 dias de 
maturação verificando-se algumas diferenças entre os queijos probióticos e ambos simbióticos 
após 15, 30 e 60 dias. Enquanto que nos queijos probióticos a diminuição é bastante 
acentuada após 15 dias, nos queijos simbióticos esta diminuição é mais progressiva ao longo 
do tempo. Este facto poderá dever-se à presença de FOS e Inulina na matriz do queijo que por 
sua vez poderão ter sido degradados pelo metabolismo das bifidobactérias justificando um 
determinado teor de açúcares nomeadamente de frutose ao longo do tempo; de acordo com as 
análises de açúcares efectuadas por HPLC, o açúcar frutose foi quantificado em concentrações 
significativamente mais elevadas em amostras de queijos simbióticos. Nas figuras 3.10-3.12 
observa-se um aumento dos sinais identificados como ácido acético e láctico ao longo do 
tempo e que se deve ao facto de estirpes do género Bifidobacterium promoverem a 
heterofermentação com produção ácido acético e ácido láctico a partir da fermentação de 
lactose (Shah, 2000; Boylston et al., 2004) conforme demonstrado pelos resultados obtidos por 
HPLC. Adicionalmente observa-se uma diminuição de sinal do ácido cítrico em todos os queijos 
em concordância com os resultados obtidos previamente e que se justifica pelo facto do ácido 
cítrico estar envolvido no ciclo de krebs podendo ser usado também como substrato por 
bactérias fermentadoras de ácido cítrico. 
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Nos queijos inoculados com L.casei-01 (Figura 3.13-3.15), as diferenças entre os perfis 
metabólicos dos queijos probióticos e ambos queijos simbióticos são igualmente perceptíveis. 
No espectro obtido após 15 dias de cura com queijos probióticos (Figura 3.13) ainda se 
observa uma ordem de grandeza de sinais semelhante ao obtido em queijos com 7 dias de 
cura. Após 30 dias de cura já se observou uma diminuição generalizada e acentuada de sinais 
na zona dos açúcares nos espectros de amostras de queijos probióticos com L.casei-01, 
excepto no que diz respeito ao sinal atribuído ao ácido láctico. Já nos espectros obtidos dos 
queijos simbióticos com FOS ou FOS/Inulina (50:50) (Figura 3.14 e 3.15) as variações de sinais 
que se observaram foram de um modo semelhante aos obtidos com queijos inoculados com B. 
lactis B94. De acordo com os espectros obtidos poder-se-á dizer que as diferenças entre os 
queijos probióticos e simbióticos, independentemente da estirpe inoculada são mais aparentes 
do que as diferenças entre os dois tipos de queijos simbióticos. 
 
 
Figura 3.13 - Espectros obtidos em amostras de queijos probióticos inoculados com L. casei-01 após a) 0, 
b) 7, c) 15, d) 30 e e) 60 dias de maturação a 12 ºC. 
a) 
b) 
c) 
d) 
e) 
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Figura 3.14 - Espectros obtidos em amostras de queijos simbióticos FOS inoculados com L. casei-01 após 
a) 0, b) 7, c) 15, d) 30 e e) 60 dias de maturação a 12 ºC.  
 
Figura 3.15 - Espectros obtidos em amostras de queijos simbióticos FOS/Inul inoculados com L. casei-01 
após a) 0, b) 7, c) 15, d) 30 e e) 60 dias de maturação a 12 ºC. 
a) 
b) 
c) 
d) 
e) 
a) 
b) 
c) 
d) 
e) 
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3.5.2 Análise de componentes principais (PCA) 
 
Nas figuras seguintes encontram-se os gráficos resultantes da análise de componentes 
principais efectuadas com base nos espectros das amostras de queijos probióticos, simbióticos 
com FOS ou com FOS/Inulina (50:50), inoculados com as duas estirpes probióticas em estudo.  
Pela observação das figuras 3.16 a 3.21, nomeadamente nos gráficos com as duas 
componentes principais (do inglês: PCA derived score plot of the first two principal components, 
PC1 e PC2) que permitem a projecção das amostras num novo espaço bidimensional, verifica-
se no geral que as amostras de todos três tipos de queijo inoculadas com L. casei-01 ou com 
B. lactis B94 podem ser discriminadas no que respeita ao tempo de cura à semelhança do que 
foi obtido por Choi et al. (2007) com amostras com diferentes tempos de fermentação. As duas 
componentes principais cumulativamente representaram entre 88,1 e 99,4 % da variação total.  
Na maioria dos queijos, verificou-se uma discriminação entre as amostras com 0, 7, 15 e 
30 dias, não se discriminando as amostras entre 30 e 60 dias de cura. Esta separação só não 
se verificou nos queijos probióticos inoculados com L. casei-01 uma vez que as amostras com 
7 e 15 dias se apresentam uma grande proximidade (Figura 3.16) o que está de acordo com o 
observado nos perfis metabólicos da Figura 3.13 para estas mesmas amostras. A diferenciação 
das amostras com diferentes tempos de maturação até 30 dias poderá estar relacionada com 
facto de algumas vias metabólicas nomeadamente glicólise, proteólise e lipólise terem ocorrido 
em maior extensão na primeira parte do período de maturação originando grandes diferenças 
no perfil de metabolitos presentes nestas amostras. A diferenciação de amostras com mais de 
30 dias de cura poderia hipoteticamente ter sido obtida se outros metabolitos (aminoácidos, 
ácidos gordos, aldeídos, etc.) tivessem sido identificados e incluídos no perfil metabólico em 
análise, o que certamente envolveria o teste de outros métodos de extracção e aquisição de 
espectros 2D. 
Ao efectuar-se a identificação dos metabolitos dos espectros permitiu a identificação dos 
loadings que indicam as correlações entre as variáveis resultantes da análise por PCA. Pela 
análise dos gráficos nas figuras 3.16 a 3.21 (do inglês: PCA derived loading plots, para PC1 e 
PC2) pode-se distinguir os metabolitos que mais contribuíram para a discriminação das 
diferentes amostras. De acordo com Choi et al. (2007) os dois tipos de gráficos resultantes da 
PCA complementam-se uma vez que a posição de um dado objecto numa dada direcção num 
PCA-score plot é influenciado pelas variáveis que se encontram na mesma direcção na PCA-
loading plot. 
Nos queijos probióticos inoculados com L. casei-01, PC1 e PC2 explicaram 86,2% e 12,8% 
da variação total, respectivamente. A primeira componente principal permitiu explicar a 
separação das amostras com 0, 7 e 15 dias das restantes com mais tempo de cura. Através da 
observação da PC1-loading plot da Figura 3.16 poder-se-á afirmar que as amostras de queijo 
nos primeiros estágios de maturação (0-15 dias) se caracterizaram por uma maior 
concentração de lactose, ácidos cítrico e láctico do que nas amostras a partir de 30 dias de 
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cura. Através da PC1 também se poderá indicar que por sua vez, as amostras com mais tempo 
de cura (30-60 dias) se caracterizaram por uma maior concentração de lípidos saturados e 
insaturados, ácido glutâmico, e por compostos responsáveis por sinal na região aromática, 
provavelmente aminoácidos.  
Na figura 3.17 a variabilidade nos queijos simbióticos com FOS e inoculados com L. casei-
01 é explicada principalmente pela primeira componente principal (71,7%). No tempo zero, 
apresenta maiores quantidades de lactose, ácido cítrico e etanol, enquanto que a partir dos 30 
dias a variabilidade é explicada por concentrações maiores de proteínas, valina e lípidos 
saturados e insaturados. Nos queijos simbióticos com FOS e inulina (50:50) as duas 
componentes principais explicam uma mesma ordem de grandeza de variabilidade (PC1 – 
77,9% e PC2 18,9%). As amostras no tempo zero, apresentam maiores quantidades de 
lactose, ácido cítrico e ácido láctico enquanto a partir dos 30 dias a variabilidade é explicada 
por concentrações maiores de proteínas, ácido glutâmico, alanina, valina e lípidos saturados e 
insaturados. Em ambas as matrizes simbióticas são registados quatro perfis metabólicos 
diferentes, apresentando diferenças entre as amostras com 0, 7, 15 e os restantes dias, 
enquanto nos queijos probióticos inoculados com L.casei-01 tal não acontece, observando-se 
apenas três perfis metabólicos que agruparam as amostras em 3 conjuntos. 
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Na figu ra 3 .17 a va riabilid ade nos queijos  simbi óticos c om FOS e  inoc ulados  co m L. c asei- 01 é explic ada princi palm ent e pel a pri meir a co mpo nen te p rincip al (7 1,7%).  No t emp o ze ro, apr esent a m aior es q uanti dad es de  lactos e, áci do cí trico,  lípid os e etan ol, e nqu anto que  a p arti r dos  30 dias a vari abilida de é explic ada por  conc ent raçõ es m aior es de  pr oteí nas, v alina e lípid os sa tur ados  e ins atur ado s. Nos queij os sim bióticos  com  FOS e inulin a ( 50:5 0) as du as co mp one ntes princip ais ex plicam  um a m esm a or dem  de gra ndez a d e va riabilid ade (PC1 – 77. 9% e PC2 1 9%). As a most ras no t emp o ze ro, apr esent am maio res qua ntida des de lact ose,  ácido  cítric o e ácido l áctico enq uan to a par tir d os 3 0 dias  a va riabilid ade  é ex plicad a po r co ncen traç ões maio res de p rot eínas , ácid o glu tâmic o, al anina , valin a e lí pidos satu rad os e i nsat ura dos. Em  am bas as m atriz es sim bióticas  são regis tad os qu atr o pe rfis 
meta bólicos difer ent es, a pres ent ando  dife renç as e ntr e as amos tras  com  7 e 15 dias, enq uant o nos  qu eijos p robi óticos i nocul ados c om L.cas ei-0 1 tal não acon tece , obs erv ando -se ape nas t rês per fis me tab ólicos q ue a gr upa ram as a most ras em 3 conj unto s. 
 
Figura 3.16 - Gráficos resultantes da análise de componentes principais aos espectros 1D 1H das 
amostras de queijos probióticos inoculados com L. casei-01 após 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias 
de maturação a 12 ºC. 
PC1-loading plot 
PC2-loading plot 
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Figura 3.17 - Gráficos resultantes da análise de componentes principais aos espectros 1D 1H das 
amostras de queijos simbióticos inoculados com L. casei-01: FOS após 0, 7, 15, 30, 45 e 
60 dias de maturação a 12 ºC. 
PC1-loading plot 
 
PC2-loading plot 
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Figura 3.18 - Gráficos resultantes da análise de componentes principais aos espectros 1D 1H das 
amostras de queijos simbióticos inoculados com L. casei-01: FOS/Inulina após 0, 7, 15, 30, 
45 e 60 dias de maturação a 12 ºC. 
PC1-loading plot 
PC2-loading plot 
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De acordo com os espectros obtidos com os queijos probióticos e simbióticos inoculados 
com B. lactis B94 e a análise de componentes principais, obtiveram-se quatro perfis 
metabólicos diferentes o que permitiu distinguir diferenças entre amostras com 0, 7, 15 e 30-60 
dias. Novamente a variabilidade das matrizes de queijo inoculadas com B. lactis B94 é 
principalmente explicada pela primeira componente (91,1%), com maiores concentrações de 
lactose, ácido cítrico, ácido acético, etanol e ácido láctico nos primeiros tempos de maturação, 
enquanto que as amostras com mais tempo de maturação apresentam maiores quantidades de 
ácido glutâmico, alanina, valina, lípidos saturados e insaturados e proteínas em relação ao 
tempo zero. 
Os queijos simbióticos inoculados com B. lactis B94 (figura 3.20 e 3.21) apresentam perfis 
muito semelhantes, no entanto nos queijos simbióticos com FOS, a PC1 e a PC2 explicam 
58,4% e 29,7% da variação total, respectivamente, enquanto nos queijos simbióticos: FOS/Inul 
a PC1 explica 70 % da variabilidade e a PC2 23,5%. Em ambos os casos as diferenças entre 
as amostras no tempo zero é explicada pela PC1 por maiores concentrações de lactose, ácido 
cítrico, ácido acético, etanol e ácido láctico no tempo zero em relação às amostras com 30 dias 
ou mais. Os queijos simbióticos com FOS a partir dos 30 dias apresentam maiores 
concentrações de ácido glutâmico, alanina, valina, lípidos saturados e insaturados e proteínas, 
enquanto que os queijos simbióticos: FOS/Inul apresentam maiores quantidades de proteínas, 
valina e lípidos saturados e insaturados relativamente ao tempo zero.  
Tendo em conta os resultados obtidos com os espectros de RMN e análise de 
componentes principais, poder-se-á afirmar que a análise de perfis metabólicos permitiram 
discriminar amostras com diferentes tempos de maturação. As diferenças entre os queijos 
probióticos e simbióticos inoculados com L. casei-01 ou B. lactis B94 não foram tão evidentes. 
De realçar no entanto que se poderá tentar efectuar uma outra abordagem na análise de PCA 
de modo a integrar-se os factores tipo de queijo e estirpes probióticas 
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Figura 3.19 - Gráficos resultantes da análise de componentes principais aos espectros 1D 1H das 
amostras de queijos probióticos inoculados com B. lactis B94 após 0, 7, 15, 30, 45 e 60 
dias de maturação a 12 ºC. 
PC1-loading plot 
PC2-loading plot 
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Figura 3.20 - Gráficos resultantes da análise de componentes principais aos espectros 1D 1H das 
amostras de queijos simbióticos inoculados com B. lactis B94: FOS após 0, 7, 15, 30, 45 e 
60 dias de maturação a 12 ºC. 
PC1-loading plot 
 
PC2-loading plot 
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Figura 3.21 - Gráficos resultantes da análise de componentes principais aos espectros 1D 1H das 
amostras de queijos simbióticos inoculados com B. lactis B94: FOS/Inulina após 0, 7, 15, 
30, 45 e 60 dias de maturação a 12 ºC. 
PC1-loading plot 
PC2-loading plot 
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Os 3 tipos de queijos revelaram-se com elevado potencial probiótico uma vez que após 60 
dias de maturação possuíam cerca de 1010 células viáveis por grama de queijo. 
Os queijos probióticos sofreram no geral uma menor taxa de acidificação do que os 
queijos simbióticos, tendo-se registado concentrações mais elevadas de ácido láctico e ácido 
acético em queijos inoculados com B. lactis B94, independentemente do tipo de queijo. Sabe-
se que diferentes taxas de acidificação poderão ter diferentes repercussões nas características 
organolépticas dos queijos. 
Observou-se uma maior proteólise nos queijos probióticos do que nos queijos simbióticos 
com base nas fracções azotadas e teor de aminoácidos livres. Apesar da estirpe probiótica não 
se ter revelado como um factor estatisticamente significativo nestes índices de proteólise, 
observaram-se, no geral, valores mais elevados nos queijos inoculados com L. casei-01 e em 
especial em queijos simbióticos com FOS e Inulina.  
Contrastando com a evolução observada na proteólise, obtiveram-se valores mais 
elevados de lipólise nos queijos simbióticos do que nos queijos probióticos e de forma mais 
acentuada nos queijos inoculados com B. lactis B94. Através da análise do perfil de ácidos 
gordos obtidos nos queijos inoculados com cada estirpe probiótica evidencia-se uma actividade 
enzimática distinta; nos queijos com L. casei-01 verificaram-se concentrações mais elevadas 
de ácidos gordos de cadeia curta enquanto que nos queijos com B. lactis B94 se observaram 
concentrações mais elevadas de ácidos gordos insaturados. Para ambas as estirpes 
probióticas, a presença de FOS ou de FOS combinada com inulina traduziu-se numa diferença 
significativa na produção de CLA, ALA e GLA. 
O estudo dos perfis metabólicos por espectroscopia de RMN, permitiu observar diferenças 
entre os vários tipos de queijo inoculados com as duas estirpes probióticas que se 
demonstraram mais pronunciadas consoante o tempo de maturação. Os espectros adquiridos 
de amostras de queijos com mais tempo de maturação, apresentaram em geral, sinais menos 
intensos na zona dos açúcares e sinais mais intensos nas zonas do ácido láctico, lípidos e 
aminoácidos. As diferenças nos perfis metabólicos, através da análise de componentes 
principais, permitiu discriminar para todos os tipos de queijo, independentemente da estirpe 
inoculada, amostras com diferentes tempos de maturação dividindo-os, no geral, em 4 grupos 
distintos: 0, 7 e 15 dias e um grupo com amostras entre 30 e 60 dias. As amostras com mais de 
30 dias apresentaram quantidades superiores de lípidos saturados e insaturados, ácido láctico 
e aminoácidos (valina, alanina, ácido glutâmico), enquanto que as amostras com 0, 7 e 15 dias 
geralmente se caracterizaram por apresentar açúcares (lactose), ácido cítrico e ácido láctico 
em concentrações elevadas. 
Tendo em conta os objectivos deste trabalho nomeadamente avaliar o efeito de 
ingredientes prebióticos no crescimento e sobrevivência de L. casei-01 e de B. lactis B94 em 
queijos e a caracterização das principais reacções bioquímicas ao longo da maturação, poder-
se á concluir, de acordo com resultados obtidos, que foi demonstrado o potencial benéfico dos 
vários tipos de queijo estudados. Num futuro próximo, seria desejável efectuar mais ensaios 
que contemplem a optimização de factores como o tempo de maturação, taxa de acidificação e 
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de outros factores com repercussão na textura e sabor de modo a confirmar o potencial 
interesse neste tipo de produto. 
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